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aa Amino Acid
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Un transductor de sefiales de las activinas
Homeodominio
Desacetilasa de histonas
Factor de Crecimiento de los Hepatocitos
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Smad Inhibitoria
Inmunoprecipitacion
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Cierre de Leucina
Cinasa activada por mitégenos
Proteina de uniéon a DNA metilado 2
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Correpresor del Receptor Nuclear
Pares de bases
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Resumen

Los genes sno y smad7 son genes blanco del Factor de Crecimiento Transformante-f§ (TGF-B) ya que son
inducidos por la via de sefializacién de las Smads. Sus promotores contienen Elementos de Unién a las Smads
(SBEs) los cuales son requeridos para una regulacién positiva de la via TGF-$/Smads, sin embargo, poco se
conoce acerca de su regulacién negativa en la via.

TGIF es una proteina que contiene un homeodominio de unién a DNA, la cual se ha demostrado que
funciona como regulador negativo de la via del TGF-f. El mecanismo por el cual TGIF participa en la
inhibicién de la sefial del TGF-B ha sido atribuido principalmente a su habilidad de reclutar un complejo de
represion transcripcional que contiene a las desacetilasas de histonas sobre Smad2.

Para determinar si TGIF tiene un efecto en la regulacién transcripcional de los genes sno y smad7 en la via
del TGF-B, se midi6 la actividad del reportero 3TPLux y de los promotores de los genes smad7 y sno, los
cuales fueron clonados en un vector con el reportero de luciferasa (pGL3) y transfectados de manera
transitoria en diferentes lineas celulares junto con TGIF. Se encontré que TGIF reprime la actividad de los
reporteros 3TPLux y smad7 tanto a nivel basal como su expression inducida por TGF-B. De manera
contrastante, TGIF activa al promotor del gen sno a nivel basal pero inhibe su induccién por TGF-$, esto en
las células AD293, HepG2 y C9. Ademas, la sobreexpresién de TGIF es capaz de causar una activacion del
promotor del gen sno de una manera dependiente de la concentracién. Los ensayos de RT-PCR indican que
TGIF es capaz de inducir un incremento en los niveles del mensajero de sno, y un decremento en los niveles
del mensajero de smad?7.

En conjunto, estos datos nos indican que TGIF participa en la represion del gen smad7 pero no en la de sno,
lo cual sugiere una regulacién diferencial de estos genes por el correpresor transcripcional TGIF. En
conclusién se obtuvo que en la regulacién a nivel basal TGIF es capaz de reprimir a smad7 y activar a sno

mientras TGIF inhibe la transcripcidn dependiente del TGF-3 en ambos casos.



Abstract

The sno and smad7 genes are Transforming Growth Factor-f (TGF-f) targets induced by Smad signaling,
their promoters contain Smad-binding elements (SBEs) required for a positive regulation by the TGF-B/Smad
pathway, however, little is known about their negative modulation in the pathway.

TGIF is a DNA-binding homeodomain protein that has been demonstrated to function as an important
negative regulator in the TGF-f3 Pathway. The mechanism of TGIF-mediated inhibition of TGF-B signaling has
been primarily attributed to its ability to recruit a transcriptional repressor complex that contains histone
deacetylases to Smad2.

To determine whether TGIF has an effect on the transcriptional regulation of sno and smad7 genes via TGF-
B, we measured luciferase activity of the 3TPLux reporter, and of the smad7 and sno gene promoters that
were cloned in a luciferase reporter vector (pGL3), which were transfected transiently in different cell lines
along with TGIF. We found that TGIF repressed the activity of both smad7 and 3TPLux reporters, both basal
and TGF-B induced expression. In contrast, TGIF activated sno gene promoter in a basal level and repressed
its TGF-P induced expression in AD293, HepG2 and C9 cell lines. TGIF overexpression is also able to cause a
dose-dependent activation of sno gene promoter. Reverse-transcription PCR assays indicate that TGIF is able
to induce an increase in the level of sno mRNA and a decrease in the level of smad7 mRNA.

Taken together, these data indicate that TGIF is involved in the repression of the smad7 gene, but not of the
sno gene, suggesting a differential regulation of these genes by Smad corepressor, TGIF. The conclusion of
this work is that TGIF is capable of causing a repression of smad7 and an activation of sno at a basal level,

however, TGIF inhibits the transcription activated by TGF-3 in both cases.



1. Introduccion

1.1. Sefalizacion celular

En un organismo multicelular, cada célula debe tener la capacidad de comunicarse con otra y
responder a un conjunto de sefiales del exterior para poder gobernar su propio comportamiento y
lograr el beneficio del organismo como un todo.
Estos mecanismos de comunicacidon dependen de moléculas de sefalizacién extracelular, las cuales
son producidas en unas células para mandar mensajes a otras. También dependen de los sistemas
particulares de proteinas que cada célula contenga y que le permitan responder a la presencia de
las moléculas de sefializacién en una forma especifica. Estas proteinas incluyen a los receptores de
membrana, que unen a la molécula de sefalizacién y, a una variedad de proteinas de sefializacidn
intracelular que se encargaran de distribuir la sefial a las partes apropiadas de la célula, entre éstas
encontramos a las cinasas, fosfatasas, y muchas otras que a su vez van a interaccionar con estas
proteinas. Y, finalmente, existen proteinas blanco, las cuales son alteradas cuando una via esta
activa lo cual cambiara el comportamiento de la célula. Dependiendo del efecto de la sefial, estas
proteinas blanco pueden ser proteinas reguladoras de genes, canales idnicos, componentes de una

via metabdlica, componentes del citoesqueleto, etcétera (Alberts, et. al., 2002) (Figura 1).

Figura 1. Via de seiializacion sencilla
activada por una molécula extracelular.
La molécula de sefializacidn extracelular se
une a una proteina receptora (embebida a
la membrana plasmatica), activando una via
interna que es mediada por una serie de
proteinas de sefalizacién una o mas de
estas proteinas interactla con una proteina
blanco, alterdndola de manera que ayude a
cambiar el comportamiento de la célula.

(Modificada de Alberts et.al., Molecular Biology
of the Cell, 4ta. edicion, 2002).




1.2. El Factor de Crecimiento Transformante-Beta (TGF-p)

La superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-f3; Transforming Growth Factor-
beta) consiste de un amplio nimero de proteinas diméricas (alrededor de 40) que estan
estructuralmente relacionadas, las cuales, al ser secretadas pueden actuar como hormonas o bien,
como mediadores locales regulando una amplia gama de funciones bioldgicas en todos los animales
(Alberts, et. al., 2002).

Estas citocinas han sido identificadas en una variedad de organismos vertebrados e invertebrados,
la superfamilia incluye a la familia del TGF-f en stricto sensu, que cuenta con 5 miembros, el TGF-
1, TGF-B2 y TGF-P3 identificados en mamiferos y el TGF-B4 y TGF-B5 identificados en aves y en
Xenopus respectivamente, ademas incluye a la familia de las activinas e inhibinas, a las proteinas
morfogénicas del hueso (BMPs; bone morphogenetic proteins), a la hormona anti-mulleriana
(AMH) y a la miostatina, entre otras (Cui et. al., 1996, Javelaud, et. al., 2004).

El TGF-f es el miembro prototipo de esta gran familia, siendo una citocina ubicua con efectos muy
variados, debido a esto, su sintesis, su activacién y su cascada de sefializacidn tienen una estricta
regulacion. Participa en aspectos fundamentales de la conducta celular como la inhibicién de la
proliferacién en distintos tipos celulares, también, puede inducir la diferenciacién dependiendo de
la célula blanco y de su entorno, puede inducir apoptosis en algunos tipos celulares, y participa en
la migracion, adhesién, modificacidon del microambiente celular, etc. (Massagué, 1990; Massagué,
et. al., 2006).

Ademads, el TGF-f3 se ha visto implicado en distintas respuestas fisiolégicas como por ejemplo, la
modulacion del sistema inmune ya que funciona como inmunosupresor, y la modulacién de la
respuesta inflamatoria (Wrana et. al., 1992; Massagué, 1998; Siegel, et. al., 2003).

Es importante mencionar también su papel fisiolégico en el cancer, se sabe que su participacion en
este proceso tan complejo es dual, es decir, participa en el proceso de supresidon tumoral pero
también puede promover la generacidn y crecimiento de los tumores. La capacidad que tiene el
TGF-B de inhibir la proliferacion de células epiteliales, endoteliales, hematopoyéticas y del sistema
inmune es central para su funcién como supresor de tumores la cual predomina en los tejidos

normales. Por el contrario, en procesos tumorigénicos los cambios en la expresidn de la citocina en



el microambiente y los cambios en las respuestas celulares favorecen su actividad oncogénica
(Miyazono, et.al., 1994; Wakefield, et. al., 2002).

Una caracteristica de algunos tipos de cdncer es la falta de respuesta de las células a la acciéon
antiproliferativa o citostatica de la citocina, esto puede ser debido a la pérdida genética o
epigenética de los componentes de la via, ya sea por mutaciones en los receptores, en las proteinas
de sefializacidn interna de la via o cambios en su expresion o bien, puede ser por alteraciones en
otras vias de sefalizacion que afecten indirectamente la sefializacién del TGF-, como por ejemplo
en el cancer de colon cuya via esta alterada por mutaciones en el receptor tipo Il (TBRII) o el cancer
pancreatico donde la proteina Smad4 estd mutada (Maurice, et. al., 2001; Yingling, et.al., 2004).

El papel del TGF-f3 cambia de supresor a oncogen cuando el tumor progresa, esto ocurre gracias a la
capacidad de la citocina de convertir tumores epiteliales tempranos en invasivos y metastaticos, a
través de un mecanismo conocido como transicion epitelio-mesénquima durante el cual ocurre una
transdiferenciacion celular en la que se incrementa la plasticidad celular y las células pueden
separarse del tumor primario para llegar al flujo sanguineo. Ademas, las células malignas secretan
TGF- que, como ya se menciond puede actuar en el organismo como inmunosupresor (en este
caso supresor de las respuestas antitumorales), asi como estimulador de la producciéon de matriz
extracelular y como potenciador de la angiogénesis. También participa en el desarrollo temprano,
en donde sus funciones podrian ser similares a las de los estados tumorales avanzados, ya que la
naturaleza de estas células tumorales se asemeja a un tipo celular no diferenciado (Yingling, et.al.,

2004).

1.3. Mecanismo de sefializacion del TGF-f3

El sistema de transduccién candnico del TGF-f} incluye a una familia de receptores de membrana
con actividad de cinasas de residuos de serinas y treoninas, y una familia de sustratos de los
receptores llamadas proteinas Smad, que actian como factores de transcripcion. De manera
general, el ligando se une a su receptor y este complejo activa a las Smad, posteriormente, las
Smad forman complejos que van al nucleo para regular la transcripcién de sus genes blanco

(Wrana, et. al., 1992; Massagué, 1998) (Figura 2).



Figura 2. Via de seiializaciéon candnica del TGF-f dependiente de las Smad. En el espacio extracelular el
ligando dimérico se une al receptor tipo Il (TBRII), el cual induce la transfosforilacién del receptor tipo | (TBRI).
El TBRI activado es capaz de activar a las R-Smad (Smad2 y 3), proteinas que a su vez forman complejos
heterotriméricos con la Co-Smad (Smad4). Los complejos activos se translocan al ndcleo donde regulan la
transcripcidon de genes blanco mediante interaccién fisica con el DNA en sus secuencias de uniéon a Smads
(SBEs). Las Smads regulan positiva o negativamente la expresion de sus genes blanco dependiendo de su

asociacién con factores de transcripcidn, coactivadores o correpresores. (Modificada de Gomperts et. al., Signal

Transduction 2nd edition, 2009).

1.3.1. Activacion de los Receptores del TGF-f3

Los ligandos de la familia del TGF- se unen a un complejo de receptores transmembranales, el cual
esta formado por un heterodimero en el que participan dos proteinas distintas conocidas como
receptor tipo | (TPRI) y receptor tipo Il (TPRII) las cuales tienen un dominio intracelular con

actividad de cinasa de residuos de serinas y treoninas. De hecho, todos los receptores con actividad



de cinasa de residuos de serinas y treoninas se han identificado como miembros de la familia de
receptores del TGF-f (Lin, et. al., 1992; Lewin, 2004).

El ligando se une al receptor TPRIl creando un complejo ligando-receptor que tiene una gran
afinidad por el receptor TPRI, reclutdndolo al complejo, lo cual forma un complejo tetramérico en el
que el receptor TPRII transfosforila al TBRI en una regidn intracelular rica en glicinas y serinas
llamada dominio GS, lo cual genera un cambio conformacional que activa la cinasa del TBRI. Una
vez que se forma el complejo activado, el receptor Tipo | fosforila a sus sustratos intracelulares,
particularmente a los miembros de la familia de las R-Smad citosdlicas (Wrana, et. al., 2004;

Macias-Silva, et. al., 1996; Zhu, et. al., 2001; Lewin, 2004).

1.3.2. Activacion de las proteinas Smad

Las proteinas Smad son una familia de factores de transcripcién que se han encontrado en
vertebrados, insectos y nematodos. Fueron los primeros sustratos identificados del TBRI, y son los
Unicos a los que se les ha demostrado su funcidn principal, que es la habilidad de propagar la seiial
del TGF-f a los genes blanco en el nucleo (Massagué, et. al., 2000).

Existen 9 proteinas Smad las cuales se clasifican en 3 grupos funcionales: Las Smad reguladas por
receptor (R-Smads) son las activadas especificamente por los receptores, a este grupo pertenecen
la Smad2 y 3 mediadoras de la via del TGF-f y de las activinas, la Smadl, 5y 8 que son activadas por
la via de las BMPs. En el segundo grupo encontramos a la Smad4 o Smad comun o cooperadora (Co-
Smads) que actlia como pareja universal de las R-Smads ya puede formar dimeros con todas las R-
Smad especificas de cada via, finalmente, en el tercer grupo estdn las Smad Inhibitorias (I-Smads)
que actian como competidores inhibitorios de la via, ddndole otro nivel de complejidad vy
regulacion a la via de sefalizacién, a este grupo pertenecen las Smad6 y 7 (Lewin, 2004). Para
entender cdmo se logra la activacion de las proteinas Smad es importante explicar antes las
caracteristicas estructurales que poseen. De manera general, las Smad tienen dos dominios
conservados que forman estructuras globulares separadas por una region rica en prolinas llamada
“linker” que es de secuencia y longitud variable. El primer dominio MH1 (Mad Homology 1) que
tiene capacidad de unién con el DNA se encuentra en el amino terminal mientras que el segundo,
llamado MH2 (Mad Homology 2) esta en el carboxilo terminal y participa en la translocacién de la

proteina al nucleo y tiene, ademas, capacidad de regular la transcripcion. Ambos dominios son



regiones muy conservadas en todas las Smad, con excepcién de las I-Smad cuyo extremo amino es
un MH1 truncado (Massagué, et. al., 2000) (Figura 3).

Las R-Smad, Smad2 y 3 son activadas por una fosforilacion mediada por el TBRI en su motivo SSXS
en el carboxilo terminal lo que causa un cambio conformacional que lleva a la separacién de los
dominios MH1 y MH2 de una interaccion mutuamente inhibitoria. Esto provoca la activacion de las
R-Smad y su acumulacién en el nucleo. En su ruta hacia el nucleo las R-Smad se asocian con un
segundo grupo, las Co-Smads. Estas tienen una estructura MH1-linker-MH2 pero carecen de la
secuencia SSXS y por lo tanto no son fosforiladas por el receptor. Se sabe que la interaccidn entre R-
Smad y Co-Smad esta mediada principalmente por contacto de sus dominios MH2. El heterodimero
que se forma es importado al nicleo donde se une a secuencias especificas en el DNA y puede
modular la transcripcidn al interactuar con cofactores de la transcripcion (Massagué, et. al., 2000).
Es importante mencionar que cada uno de los ligandos de la superfamilia del TGF-f activa a un
receptor especifico que a su vez sefaliza por medio de una combinacién particular de Smads, v,
como ya se menciond, existen otras muchas proteinas que pueden unirse a los dimeros de Smads y

tienen influencia en su capacidad de actuar en la transcripcidn (Lewin, 2004).

1.4. Smad Inhibitoria (I-Smad 6 Smad7)

Ademas de los correpresores, existe otra manera en que se presenta la regulacién negativa de la
via, esta es mediante represores directos como es el caso de la Smad Inhibitoria o Smad7. La Smad
Inhibitoria (I-Smad) Smad7 actia como inhibidor de la via, su gen smad7 es un blanco directo del
TGF- por lo que la misma via induce su expresidn para lograr una asa de retroalimentacion
negativa, también puede ser inducido por otros estimulos extracelulares como son los factores de
crecimiento o el estrés. La Smad7 puede unirse al sitio catalitico del TBRI y logra inhibir su actividad
de cinasa, impidiendo la fosforilacién y activacién de las R-Smads evitando asi la transcripcion de los

genes blanco de la via (Hayashi, et. al., 1997; Nakao, et. al., 1997; Briones-Orta M. A., et. al. 2006).






Esta proteina también puede reclutar a 2 ligasas de ubiquitina Smurf2 (Smad Ubiquitination-
Related Factor 2) y APC (Anaphase-Promoting Complex) lo que promueve la ubiquitinacién y
degradacion por la via del proteasoma de las Smads activas. Smad7 funciona como un adaptador
que permite el reclutamiento de las Smurfs al complejo de receptores, lo que causa la degradacién
de los receptores tipo | y Il apagando la sefial del TGF-f (lzzi, et. al., 2004). El gen smad7 fue
identificado con base a su similitud con las otras Smads, el papel de su proteina Smad7 fue
dilucidado por medio de experimentos con genes reporteros, en los que se observé que tiene un
papel negativo en la via del TGF-§ (Hayashi, et. al., 1997; Nakao, et. al., 1997). Andlisis del perfil de
expresion de Smad7 reveld que los niveles de mensajero aumentan en células tratadas con TGF-f3,
lo que sugiere que la proteina forma parte de una asa de retroalimentacion negativa que apaga la
sefial del TGF-f3 y ademas se encontrd, que su promotor es blanco de las proteinas Smads activas
(Nagarajan, et. al. 1999; Nakao, et. al. 1997).

Debido a la importancia de esta proteina como reguladora de la via del TGF-f3, es de esperarse que
esté implicada en distintas patologias, un ejemplo muy claro es el caso de las células epiteliales
donde los niveles de Smad7 son bajos y sufren un aumento cuando se presentan diferentes tipos de
cancer (Nakao, et. al. 2002; Monteleone, et. al. 2001; Kleeff, et. al. 1999; Liu, et. al., 2003; Halder,
et. al.,, 2005; Kuang, et. al., 2006) o bien, pueden presentarse mutaciones en Smad7 que estan
también asociadas a este tipo de padecimientos (Fukushima, et. al., 1993; Wang, et. al., 2000). A la
proteina Smad7 también se le ha visto involucrada en la Enfermedad de Crohn, en la que se
encuentra expresada en exceso lo que resulta en la inhibicién de la via del TGF-f (Monteleone et.
al. 2001). Por el contrario, en un padecimiento llamado escleroderma, la Smad7 no se expresa
eficientemente, lo que causa un potenciamiento de los efectos del TGF-f3 que llevan a alteraciones
en las proteinas de matriz extracelular (Dong, et. al. 2002). La importancia fisiolégica de Smad7 se
ha establecido gracias a modelos con animales y estudios en pacientes, en los que mediante la
regulacion negativa de los niveles de Smad7 por medio de oligonucledtidos antisentido o RNA de
interferencia se inhibe la respuesta proinflamatoria y fibrética (Monteleone, et. al. 2001; Nakao, et.

al., 1999; Dooley, et. al., 2003).



1.5. Regulacion Transcripcional

Las proteinas Smads son factores de transcripcidon y por tanto pueden regular la transcripcion de
genes dependientes del TGF-f tanto positiva como negativamente (Siegel, et. al., 2003). Las Smads
pueden formar distintos complejos que tienen una composicidon y una geometria especifica al
asociarse con diferentes parejas que se unen al DNA, alcanzando distintos niveles de afinidad y
formando interacciones selectivas con el mismo fragmento de DNA. Entonces la combinacion
especifica de Smads determina la region de DNA que sera reconocida y si se reclutardn co-
activadores o co-represores transcripcionales. Esto es porque la afinidad de las Smads por el DNA
es baja y requieren de otros factores para unirse fuertemente a los promotores de los genes
responsivos. La disponibilidad de estos co-factores depende del tipo y contexto celular lo que
determina e gran parte la amplia gama de respuestas generadas por el TGF-f en cada célula
(Massagué, et. al., 2000). Lo anterior se puede observar en los promotores de los diferentes genes
que se regulan por el TGF-f3, donde la secuencia palindromica GTCT y AGAC que forma al SBE se
repite varias veces, por ejemplo en los promotores de coldgena |, c-Jun, IgA y Jun B, entre otros, y
estas repeticiones pueden unir a los complejos de Smads y conferir a un gen heterdlogo una
induccidn transcripcional por el TGF-f3 (Jonk, et. al. 1998; Zhang, et. al., 1998; Hanai, et. al., 1999;
Hua, at. al., 1999).

1.5.1. Activacion

a) Coactivadores de las Smad
La regulacion positiva de esta via de sefalizacidon es importante tanto para la amplificacion de la
sefial como para que se tenga una respuesta celular al estimulo especifico. Cabe mencionar que el
TGF-B puede inducir la expresién de su propio gen, y también las Smads son moduladas
positivamente por el mismo TGF-f3 (al ser activadas por el receptor después de la unién del
ligando). Para lograr una activacion o regulaciéon positiva de los genes blanco del TGF-f se ha
comprobado que existen distintos mecanismos, uno de ellos implica a la capacidad de las R-Smads y
de la Smad4 de activar la transcripcion, funcién que reside principalmente en su dominio MH2

(Massagué, 1998). El mecanismo por el cual las Smads se unen al DNA se da a través de la



cooperacion con otros factores de transcripcidn, cuyos sitios de unién estan aledafos al elemento
SBE y parecen ayudar a estabilizar la interaccién de las Smads a una secuencia especifica del DNA
(Seoane, et. al. 2004). Las proteinas Smad pueden interaccionar con un gran numero de proteinas
para modular la actividad transcripcional de los genes blanco del TGF-3, como ejemplos especificos
de genes regulados por las Smad se tienen a los genes mix2, goosecoid y p21ip, entre muchos otros.
El gen mix2 muestra la necesidad de un factor adicional (Fast-1) para que la unién de las Smads a su
promotor pueda llevarse a cabo (Chen, et. al., 1997). El gen goosecoid requiere de un complejo
formado por Fast-2/Smad2/Smad4 para que se lleve a cabo la activacidn transcripcional del gen, sin
embargo, si se encuentra Smad3 en el complejo en lugar de Smad2 no habra activacién sino que el
gen permanecera inactivo (Labbe, et. al. 1998). En el promotor del gen p21ip se encontré otro
ejemplo de la interaccidn de las Smads con otros factores de transcripcién, este promotor contiene
un SBE vy rio arriba un elemento de unién a “forkhead” (FHBE) donde pueden interaccionar los
factores FoxO1, FoxO3 y FoxO4, para ayudar a reclutar a Smad3 y asi inducir la transcripcion

(Seoane, et. al. 2004).

b) Desrepresion
Se ha propuesto que las proteinas Smad activan la transcripcion al contrarrestar la accién de los
represores transcripcionales que estan actuando sobre un gen blanco del TGF-f en condiciones
basales. Un ejemplo de este mecanismo es el de los miembros de la familia de proteinas con
homeodominio Hox, que reprimen la transcripcién cuando estan unidas al DNA, sin embargo, al
interactuar con complejos Smad activados por BMP este efecto de represion se ve revertido. Asi, se
han encontrado varias proteinas que tienen sitios de unién a DNA ademas de su homeodominio y
sitios de unién a las Smad. Muchos de estos mecanismos no han sido dilucidados totalmente

(Massagué, et. al., 2000).
1.5.2. Represion

a) Correpresores de las Smads
Si bien existen mecanismos reguladores para inhibir la via antes de que los complejos Smad
activados lleguen al nucleo (que veremos mas adelante), la existencia de correpresores

transcripcionales representa un nivel de regulacién muy importante y delicado para lograr una



represidon de los genes blanco. Se ha comprobado que las Smads tienen la capacidad de reclutar a
componentes de la maquinaria de represidn es decir, corepresores con capacidad de reclutar a
desacetilasas de histonas (HDACs; Histone Deacetylases) y por lo tanto reprimir la transcripcion al
condensar ciertas regiones en el DNA (Wotton, et. al., 1999; Luo, 2004) (Figura 4). Hasta la fecha
son 3 los correpresores transcripcionales que se han identificado y de los que se hablara con mas
detalle a continuacidn: La proteina Ski, la proteina de homeodominio TGIF y la protooncoproteina

SnoN siendo las dos ultimas las proteinas de nuestro interés (Wotton, et. al., 1999).

Fig. 4. Regulacion transcripcional por reclutamiento de coactivadores
0 correpresores. Los activadores transcripcionales (p300 y CBP) inducen la
acetilacion de histonas activando asi la transcripcion. Los correpresores
transcripcionales (TGIF, SnoN, Ski) reclutan directa o indirectamente a las
HDACs y reprimen la transcripcién al desacetilar a las histonas (Modificada de

Miyazono, 2000).




1.6. Familia de correpresores Ski: Ski y SnoN

Los correpresores nucleares Ski y SnoN tienen un papel muy importante en la regulaciéon de la
proliferacién y la diferenciacion celular, son expresados de forma ubicua virtualmente en todos los
tejidos adultos ademas de los embrionarios, pero siempre a bajos niveles.

El primer miembro de esta familia es ski (Sloan-Kettering Institute Proto-oncogene) el cual fue
descubierto como el oncogen presente en el retrovirus aviario “Sloan-Kettering” capaz de inducir la
transformacién oncogénica de las células embrionarias de pollo causando ademds una
diferenciacién miogénica. Aunque esta funcién paraddjica ain no es comprendida en su totalidad,
mucho se sabe sobre la biologia molecular de la proteina Ski. El gen v-ski surge de una delecién del
homdlogo celular de c-ski, una proteina nuclear de 728 aminoacidos y no presenta “splicing”
alternativo. El homdlogo de c-ski ha sido identificado en humano, ratdn, pollo, Xenopus y pez cebra,
su sobreexpresién puede también inducir una transformacién morfolégica y un crecimiento
independiente del anclaje de los fibroblastos como se ha visto en embriones de pollo. Analisis por
deleciéon han indicado que su habilidad de causar transformacion e inducir diferenciacion puede ser
atribuida en gran parte a la porcidn amino terminal de la proteina; por experimentos de “knock-
out” genético se sabe que tiene efectos en el desarrollo temprano, en el desarrollo del musculo
esquelético y en el sistema nervioso central, lo que indica que Ski tiene una participacién
importante durante la diferenciacién (Liu, et. al., 2001).

El gen sno (ski-related novel gene) es otro miembro de esta familia de correpresores ski y se
encontré al llevar a cabo hibridaciones de baja astringencia de v-ski con bibliotecas de cDNA
humano. Al igual que ski, ha sido encontrado en todas las especies de mamifero que han sido
probadas, asi como en pollo y Xenopus; en pollo se ha encontrado sélo una forma de sno (SnoN)
mientras que en el humano hay varias isoformas generadas por “splicing” alternativo designadas
como SnoA (415 aminodcidos), SnoN (684 aminoacidos), SnoN2 (638 aminoacidos) y Snol (399
aminoacidos), siendo SnoN el mas abundante (Pearson-White, et. al., 1997).

Las diversas isoformas comparten una gran regién homodloga a Ski de aproximadamente 270
aminodcidos en su region amino terminal y es aqui donde se encuentra su capacidad de causar la
transformacién celular. Sus extremos carboxilos presentan menor homologia pero tienen dos

dominios altamente conservados, un a-hélice que tiene 5 repeticiones en tandem imperfectas de



25 aminodcidos cada una (TR; tandem repeats) y un cierre de leucina que forma una a-hélice (LZ;
leucine zipper). Se ha demostrado que la regién carboxilo terminal es la mediadora de la homo y
heterodimerizacién de Ski y Sno (Figura 5). La proteina SnoN es también una proteina nuclear que
puede también transformar a los fibroblastos del embrién de pollo pero requiere de un nivel de
expresion mucho mas alto para poder lograrlo (Luo K., 2004). Por estudios de “knock-out” genético
se ha dilucidado un poco la participacion de SnoN en el desarrollo temprano y en la tumorigénesis.
En ratones que carecen de sno se impide la formacion del blastocisto y en ratones con sno en
condiciones heterocigotas se aprecia una hipersensibilidad a los carcinégenos quimicos y se ve que
son propensos a desarrollar linfomas espontdneos. Esto sugiere que sno puede actuar como
supresor de tumores y no como oncogen en algunas células y bajo ciertas condiciones. Se sabe
también que un aumento en la expresidon de sno puede transformar a los fibroblastos mientras que
una disminucién puede hacer a las células susceptibles a transformarse. Estas alternativas en su

funcidn adn no han sido dilucidadas en su totalidad (Liu, et. al., 2001).

Figura 5. Diagrama de los
protooncogenes ski y sno.
Se muestran en morado las
a-hélices necesarias para la
homo y heterodimerizacion.
En la parte superior, se
muestran los limites de los
dominios de interaccién con
distintas proteinas celulares.
La region minima necesaria
para que se lleve a cabo la
transformacién celular se
muestra en azul. (Modificada

de Liu, 2001)




1.6.1. Skiy SnoN como correpresores de la Via del TGF-3

Los correpresores Ski y SnoN no tienen actividad catalitica intrinseca por lo que su funcidn se debe
principalmente a las interacciones que establecen con otras proteinas. Ski y SnoN pueden
interactuar con Smad2, 3y 4y ser asi reclutados a los elementos de unién a Smads llamados SBEs
(SBE; Smad Binding Element) presentes en el DNA que corresponden a una secuencia consenso 5’-
GTCTAGAC-3’ que se encuentra en la mayoria de los genes responsivos a TGF-f. Se han delimitado
ademads las regiones de Ski y SnoN que se unen a las Smads por medio de deleciones y del uso de
proteinas quiméricas y se determind que esta unién de los correpresores al DNA mediante las
Smads lleva a la represién transcripcional (Ueki, et. al., 2003) (Figura 5). Ski y SnoN ejercen sus
mecanismos de represion mediante el reclutamiento de complejos de correpresores
transcripcionales como N-CoR (correpresor del receptor nuclear a hormonas), SMRT, mSin3A,
HIPK2, MeCP2 (proteina de unién a CpG metiladas) y desacetilasas de histonas (HDACs). Al unirse a
las Smads, Ski y SnoN pueden reclutar a este complejo de represores transcripcionales hacia los
promotores de los genes blanco del TGF-f3 y reprimir asi su transcripcion. Sin embargo también se
sabe que el reclutamiento de esta maquinaria de represidon impide la unién de coactivadores
transcripcionales como p300, CBP, etc.,, que normalmente se unen a los complejos activos de
Smads permitiendo la expresién de dichos genes blanco del TGF-f (Luo, et. al., 1999; Stroschein, et.

al., 1999) (Figura 6).

Figura 6. Mecanismo de represion de las proteinas Smad por Ski
Yy Sno. Se muestran las desacetilasas de histonas (HDACs) y otros
miembros de la maquinaria de represion transcripcional (N-CoR, mSin3,

MeCP2, HIPK2) asi como de la maquinaria activacién (p300/CBP)

(Modificada de Luo, 2004).




También han sido reportados mecanismos independientes de las HDACs, por ejemplo, la capacidad
de Ski de impedir la interaccidn entre Smad4 y las R-Smads, ya que Ski presenta un dominio de
unién a Smad4 el cual empalma con la superficie requerida para la unién del extremo carboxilo
terminal fosforilado de las R-Smads, impidiendo asi la formacién de complejos
transcripcionalmente activos. Se ha sugerido también que Ski aumenta la estabilidad de los
complejos Smad inactivos sobre los SBEs impidiendo asi la llegada al sitio de complejos activos

(Suzuki, et. al., 2004; Wu, et. al., 2002).

1.7. El correpresor TGIF

TGIF (TGIF; TG-interacting Factor) es una proteina nuclear que se expresa de manera ubicua y que
forma parte de la familia de proteinas con homeodominio (HD; Homeodomain). El HD es una
estructura formada por aproximadamente 60 aminoacidos acomodados en 3 a-hélices, siendo la
tercera la encargada de la unién al DNA y las primeras 2, aunque menos importantes para la
interaccion con el DNA, son importantes para interactuar con otras proteinas, incluyendo a la
maquinaria basal de transcripcion. Las proteinas con HD se agrupan en multiples subfamilias
dependiendo de criterios como la secuencia primaria del homeodominio, las secuencias que lo
flanquean y la organizacién en clusters gendmicos. Una subfamilia es la de proteinas con
homeodominios TALE (TALE; Three Aminoacid Loop Extension), cuyos genes codifican para un
homeodominio atipico que tienen una extension de 3 aminodcidos extra entre las hélices 1y 2, esta
insercidon parece tener importancia en la funciéon de unién a DNA pero puede tener un papel
importante en las interacciones proteina-proteina, especificando las interacciones con
determinados factores de transcripcidon (Wotton, et. al., 1999, 1999b, 2001; Yang, et. al., 2000). Los
miembros de esta familia son altamente divergentes a nivel de su secuencia primaria pues sélo
cuentan con homologia en la regidén que comprende al HD; se ha demostrado que pueden tanto
activar como reprimir la transcripcion y, ademds juegan papeles muy importantes en procesos
bioldgicos muy diversos (Wotton, et. al., 2001).

TGIF fue identificado inicialmente como una proteina nuclear que se une al elemento de respuesta
del receptor del acido retinoico (RXR) en el promotor de la proteina de unién al retinol. Aunque el

papel fisiolégico que TGIF juega en la transcripcion responsiva al dcido retinoico no es preciso ni



claro, se ha sugerido que reprime la transcripcion al competir con los receptores retinoicos por la
union a DNA (Hamid, et. al., 2008; Wotton, et. al., 2001).

El gen que codifica a TGIF tiene 4 exones, siendo los 3 dltimos los que contienen la informacion
codificante, en estudios donde se hizo el knockdown de este gen, se observé que los ratones que
carecen de Tgif resultaron viables y fértiles, pero, algunos mostraron defectos en la secuencia de
lateralidad, posicionamento incorrecto del corazén, defectos en los Iébulos pulmonares, sin
embargo la penetrancia de cada defecto fue muy baja (Mar y Hoodless, 2006).

El gen Tgif humano se localiza en el cromosoma 18p11.2, en una regién que contiene un locus HPE4
asociado con la holoproencefalia (HPE; Holoprosencephaly), un desorden genético que afecta al
cerebro y al desarrollo craneofacial, y que tiene una penetrancia y fenotipos que van desde
defectos muy severos hasta individuos practicamente normales, en 1999, Nanni y cols. reportaron
que sélo el 10% de los pacientes que tienen una delecién en el brazo corto del cromosoma 18 (18p)
que incluye la regidon donde se encuentra Tgif padecen de HPE, datos que sugieren que alteraciones
en este gen no son totalmente responsables de causar esta enfermedad, sin embarho, una serie de
mutaciones han sido encontradas en el gen las cuales han sido directamente vinculadas con la
holoproencefalia, TGIF tiene entonces un papel en el desarrollo temprano del cerebro (Nanni, et.
al., 2000; Wotton, et. al.,, 1999b; Chen, et. al., 2003). Las mutaciones encontradas hasta el
momento corresponden a sustituciones de aminoacidos S28C, P63R, R90C, T151A, S162F, Q107L las
cuales, como se vera mas adelante afectan la actividad transcripcional de TGIF, su capacidad de
unirse al DNA, su dominio de interaccion con Smad y su dominio de interaccidon con las proteinas
HDACs. Se identific6 ademas una mutacién localizada en el homeodominio, Y59X causada por una
transicion 488C—>G, que causa un truncamiento de la proteina (Gripp et al. 2000; Chen et al. 2002).
El RNA mensajero de TGIF estd presente en una gran variedad de tejidos humanos adultos y sus
niveles de expresion son muy variados. La expresion de TGIF parece estar regulada de manera mas
estricta en el cerebro donde se ha estudiado mas a fondo. Ademads, TGIF ha sido implicado en
procesos como la vascularizacion, el desarrollo de la placenta y enfermedades como la leucemia
mieloide aguda, donde se ha visto que los pacientes con una expresidon baja de esta proteina
tienen una peor prognosis que los pacientes con niveles altos de TGIF. Participa también en otros

tipos de cancer humano, como por ejemplo en el carcinoma de eséfago y en el cancer gastrico



donde se ha demostrado que estd sobreexpresado, en el carcinoma de transicion celular de la
vejiga donde se ha notado su amplificacion, y se cree ademds que puede tener un papel en la
hematopoyesis (Bartholin L., et. al., 2008; Hamid, et. al., 2008). Ademas, se le ha atribuido a TGIF
una funcién en el proceso de proliferacion de las células de mamiferos, experimentalmente se
mostré que las células que carecen del gen Tgif proliferan mas despacio que las células normales al
no ser capaces de completar la fase G1 rdpidamente como las células control. Se sabe ademds que
para su funcién proliferativa TGIF requiere de su homeodominio, entonces, TGIF regula a los genes
del ciclo celular a través de su unién al DNA o de interacciones proteina-proteina mediante su
homeodominio y, considerando que sélo se ha demostrado actividad transcripcional represora para
esta proteina, es posible que los genes blanco de TGIF sean inhibidores de la progresién de la fase
G1 del ciclo celular (Mar y Hoodless, 2006).

TGIF se ha encontrado sobreexpresado en las células tumorales de higado en estudios de
comparacion entre los perfiles de expresion génica de células normales y células tumorales y se
cree que de alguna manera puede participar en la predisposicion de estas células a la
transformacién maligna, en la literatura se ha manejado que TGIF puede formar parte de un perfil
de malignidad tumoral ya que no se ha encontrado expresado en tumores considerados como
benignos. En general, los niveles de TGIF estan alterados en el cancer, y los diferentes estudios
indican que cualquier cambio aunque sea pequefio en la cantidad de TGIF puede tener un efecto

dramatico en el programa de desarrollo del cuerpo (Chen, et. al., 2003).

1.7.1. Estructura y funcion de TGIF

TGIF es una proteina de localizacion nuclear que tiene 272 aminodcidos. Experimentos de
deleciones indican que TGIF contiene al menos dos dominios separados de represién
transcripcional, RDs (RD; Repression Domain), uno de estos dominios denominado RD-1 se localiza
en el extremo amino terminal y otro, el RD-2 en el extremo carboxilo terminal, el cual a su vez se
subdivide en dos fragmentos llamados RD-2a y RD-2b que también son capaces de reprimir la

transcripcién (Figura 7).



Figura 7. Andlisis de la estructura y funcidon de TGIF. TGIF contiene multiples dominios de represion que
participan en la unién al DNA y en la represién transcripcional. TGIF interacciona con el DNA y con las Smads
activadas por TGF-f y es capaz de reprimir la transcripcién de forma dependiente e independiente de su

unién a las HDACs (Modificada de Wotton, 1999b).

El dominio RD-1 en el amino terminal reprime la transcripcion de manera independiente de las
HDACs, la represion que lleva a cabo puede darse por medio de una interaccidn con factores de
transcripcién generales, o bien, puede reclutar a alguna otra proteina que actie como segunda
represora, lo cual le confiere a este dominio su habilidad represora. En la regidon del carboxilo
terminal hay dos regiones que parecen contribuir a la represion transcripcional, la regién RD-2a que
interactua directamente con las HDACs y cuya capacidad represora es dependiente de esta
interaccion, y la RD-2b representa un dominio aparte de represién por si mismo mediante algun
mecanismo que aun no se ha dilucidado o bien puede contribuir a la formacién del complejo TGIF-
HDACs. TGIF puede también reprimir por su union directa al DNA via su homeodominio pero ha
sido probado experimentalmente que se requiere ademads la presencia del dominio de interaccién
con HDACs. En el DNA hay multiples sitios de unién a TGIF con secuencia CTGTCAA, siendo los 5
nucledtidos de en medio los mds importantes para la unién, donde se puede llevar a cabo esta
represidn, este proceso posiblemente requiera ademas otros factores. Por lo tanto, TGIF es una

proteina que tiene capacidad de reprimir la transcripciéon de manera activa, sin embargo no se sabe



si tiene una capacidad intrinseca de represién o bien es un represor dependiente del contexto
celular. Como ya se describid, se han identificado mutaciones relacionadas con la holoproencefalia
que afectan estos dominios descritos. De manera especifica, la mutacion S28C se encuentra en el
RD-1y por tanto afecta la represion transcripcional de esta proteina. Las mutaciones P63R y R90C
se encuentran en el homeodominio, la primera, en la uniéon de las hélices 1y 2 y la segunda dentro
del homeodominio y afectan por tanto la capacidad de esta proteina de unirse al DNA, dentro del
homeodominio se encuentra también la mutacidon X59Y que es la Unica mutacidn descrita hasta el
momento que causa el truncamiento de la proteina. Las mutaciones Q107L, T151A y S162F se
encuentran en la regién de interaccién con Smad2 y las HDACs. Es importante mencionar ademads
que estas mutaciones se localizan en aminoacidos conservados también en la proteina TGIF de
ratdn y tienen relevancia en el correcto funcionamiento de esta proteina (Figura 8) (Aguilella et. al.,

2000; Gripp et al. 2000; Chen et al. 2002; Nanni, et. al., 2000).

Figura 8. Esquema del gen Tgif y su proteina. En la parte superior se muestra el gen, en
azul se muestran los exones que son traducidos y los no traducidos se muestran en gris. En la
parte inferior, la proteina y la localizaciéon de las mutaciones mencionadas, los dominios de

represion RD y el homeodominio HD también se muestran (Modificada de Aguilella, 2003).

TGIF tiene ademds 2 dominios de reclutamiento, uno de unién al DNA y otro de unién a las
proteinas Smad activadas por TGF-f. Hasta el momento sélo se ha demostrado la capacidad de
reprimir, sin embargo, aunque no se ha podido demostrar que TGIF funcione como activador

transcripcional, ya sea al unirse al DNA o al ser reclutado por algin complejo de Smads activado, no



se puede descartar la posibilidad de que bajo condiciones especificas ocurra una interaccién con
alguna proteina y se pueda activar la transcripcién, o pueda participar al estabilizar la unién de
alguna proteina con el DNA (Figura 9) (Wotton, et. al., 1999, 1999b, 2001; Melhuish, et. al., 2001;
Chen, et. al., 2003).

Figura 9. Interacciones del correpresor TGIF. Se muestran las posibles
interacciones de la proteina TGIF. Puede ser reclutada al DNA directamente a su
secuencia consenso CTGTCAA o bien por medio de interacciones con el complejo de

Smads. (Modificada de Wotton, 2001).

1.7.2. TGIF como correpresor de la Via del TGF-f3

Andlisis de la actividad transcripcional de TGIF muestra que es una proteina que contiene dominios
de represidn que regulan la transcripcidn tanto a nivel basal como activo. Se ha demostrado que al
asociarse con las Smads activadas por TGF-f3, TGIF genera un complejo represor de la transcripciéon
dependiente de las Smads (Wotton, et. al. 1999).

TGIF tiene la capacidad de reprimir la transcripcién dependiente de Smad2/Smad3 al estar
constitutivamente en el nicleo y asi asociarse directamente con estas proteinas lo que lleva a un

reclutamiento de TGIF a los elementos responsivos a Smads reprimiendo a los genes activados por



TGF-B. La actividad represiva del complejo TGIF-Smad depende en parte de la actividad de las
desacetilasas de histonas reclutadas por TGIF y de la competencia con coactivadores
transcripcionales como p300, para poder lograrlo, TGIF requiere tanto de su dominio de represion
ubicado en el carboxilo terminal como del que esta en el extremo amino (Wotton, et. al., 1999b;

Chen, et. al., 2003) (Figura 10).

Figura 10. Modelo que ilustra la participacion de TGIF en la represion
transcripcional dependiente de las Smads. Se muestra un posible modo de
ensamblaje de los complejos transcripcionales inducidos por TGF-f3 en los que
se pueden reclutar proteinas con funcidn de acetiltransferasas como p300 para
activar la transcripcién, o bien proteinas como TGIF y HDACs para reprimir la

transcripcion (Modificada de Wotton, 1999).

Por otro lado se sabe que el mensajero de TGIF aumenta tras el estimulo con TGF-f, lo que estaria
sugiriendo que TGIF es un blanco del TGF-f3 y ademds, que es probable que participe en la represion
de esta via por medio de un asa de retroalimentacidn negativa es decir, estaria desensibilizando la
accion del TGF-f y de las activinas. Por eso se cree que Smad7, SnoN y TGIF estarian participando

en la regulacion de la sefial del TGF-f y de las activinas a diferentes niveles (Chen, et. al., 2003).



1.7.3 TGIF y otras vias de sefializacion

Ademads de activar a la proteinas Smad, se sabe que el TGF-p es capaz de activar otras vias de
sefializacion como es el caso de la via de las cinasas JNK, estas cinasas citoplasmicas que fosforilan
residuos de serinas y treoinas se activan por TGF-f3 a través de las MAPKSs. Esto es relevante pues se
ha visto que la activacién de la cascada JNK bloquea la habilidad de Smad2 para activar a las
proteinas FAST en respuesta a TGF-f3. La proteina TGIF es importante en este contexto ya que c-Jun
es capaz de mediar su asociacion con Smad2. TGIF desempeia entonces su papel de correpresor a
nivel transcripcional pues interfiere con la unién de Smad2 con el coactivador p300. Esta
comunicacion cruzada entre dos vias de sefializacion activadas por TGF-f3 es importante ya que le
permite a la célula tener distintos patrones de respuesta a una citocina, dependiendo de la
activacion relativa de las Smads en competencia con la via de sefializacion de las cinasas JNK
(Pessah, et. al., 2001).

En otra via de seiializacidn, la del acido retinoico, se ha encontrado también la participacion de
TGIF. El RA (Retinoic Acid; Acido Retinoico) es conocido por tener un papel importante en el
desarrollo embrionario. Ha sido descrita la capacidad de TGIF de interactuar de manera especifica
con el receptor RXRa de esta via, reclutar al correpresor CtBP e inhibir de esta manera la
transcripcién activada por el RA. Se ha demostrado que TGIF es reclutado al promotor de los genes
blanco del 4cido retinoico reprimiéndolos, es posible entonces que la pérdida de TGIF imite un
aumento en la sefial del 4cido retinoico contribuyendo a fenotipos como el de la HPE, por lo tanto
podria ser que las mutaciones de TGIF que causan HPE se deban a perturbaciones en esta via.
Debido al papel que TGIF tiene en la via del TGF-f es posible que de alguna manera regule una
comunicacion cruzada entre estas dos vias aunque también es posible que sus papeles en ambas
vias sean independientes el uno del otro (Bartholin, et. al., 2006).

En la via del HGF (Hepatocyte Growth Factor; Factor de crecimiento de los hepatocitos) el TGIF es
regulado positivamente y bloquea asi la transcripcién de los genes mediada por las Smads e
inducida por TGF-f3. Este aumento de la proteina TGIF por HGF es mediado en gran parte por su
capacidad de estabilizarlo y no tanto porque se induzca la expresion de su gen. El HGF reestablece

la expresion de TGIF en distintos contextos in vivo como se ha visto en estudios con glomérulos



ratones con diabetes. Este es un ejemplo de la interaccién que puede existir entre el TGF- (un
profibrético) y el HGF (un antifibrético), aunque hace falta determinar los contextos celulares en los
que se lleva a cabo la interaccidon de estas vias y las bases moleculares de la accién de estas
citocinas (Dai y Liu, 2004).

El EGF (Epidermal Growth Factor; Factor de Crecimiento Epidérmico) puede también inhibir la via
del TGF-f, y no lo hace bloqueando la acumulacién de Smad2/3 en el nucleo sino que logra
estabilizar a TGIF mediante una fosforilacion mediada por la via EGFR/Mek/Erk lo que favorece la
formacion de complejos Smad2/TGIF en respuesta al TGF-f3. De esta manera la elevacién de los
niveles de TGIF ya sea por su sobreexpresion o por la inhibicion de su degradacién son suficientes
para inhibir la expresién inducida por TGF-B. Esta interaccién entre vias es dependiente del
contexto celular y se ha probado experimentalmente para la tropoelastina, un blanco del TGF-f3,
este mecanismo es ademas independiente de otros mecanismos por los cuales TGIF puede inhibir a
la via del TGF-B como es el de la via de las JNKs (Yang, et. al., 2008; Lo, et. al., 2001).

El papel de estas vias de sefializacién es muy importante pues sus sefales estan implicadas en el
control de la participacidon de TGIF y en la estabilidad de esta proteina, sus funciones especificas en
la homeostasis de los organismos aun no estd dilucidada pero pudiera ser que de alguna manera la
expresion de genes blanco del TGF-f3 como sno y smad7 estuviera siendo regulada indirectamente.
Es posible, por lo tanto, que exista una comunicacién cruzada entre las vias de sefializacion
mencionadas anteriormente y la via del TGF-f3 para regular especificamente la expresién de sno y
smad7. Por lo tanto cualquier control, ya reprimiendo o activando estas vias puede tener un rol
critico en el resultado final del estimulo con TGF-f y por lo tanto, puede alterar dramaticamente el

programa de desarrollo especificado por estos factores (Lo, et. al. 2001).

1.8. Genes blanco del TGF-f3

La amplia gama de funciones que tiene el TGF-f3 estd directamente asociada a la activacién o
inhibicién de genes blanco precisos, esto a su vez depende del contexto celular, es decir, de las
proteinas y factores que se encuentran disponibles en determinado momento vy tipo celular y que
son capaces de unirse a los promotores de los genes blanco de esta citocina. Mediante estudios con

microarreglos se ha logrado la identificacién de diversos genes regulados por el TGF-, los cuales



codifican para proteinas con gran diversidad en su funcién, por ejemplo, receptores membranales,
proteinas cromosomales, transportadores, factores de transcripcion, componentes de matriz

extracelular, reguladores del ciclo celular, etc. (Akiyoshi, et. al., 2001).

1.8.1. Los genes sno y smad7 son genes blanco del TGF-p.

Se ha encontrado que SnoN y Smad7, represores de la via del TGF-f, son activados
transcripcionalmente por la misma citocina, siendo su regulacidn transcripcional parte de una asa
de retroalimentacion negativa.

Para el caso de sno, se ha reportado que a las dos horas después del estimulo, el TGF-f3 induce un
aumento en los niveles de su mRNA con el fin de reestablecer los niveles basales del correpresor
que a su vez va a regular la sefial del TGF-B (Stroschein, et. al. 1999). Se sabe ademas que la
expresion es inducida por medio de la unién del complejo Smad2/Smad4 al elemento de respuesta
al TGF-f (TRE) en el promotor sno murino, y que el complejo Smad3/Smad4 inhibe la transcripcién
si se une al sitio de inhibicidon de las Smad (SIE) en este mismo promotor, el cual fue caracterizado
en 2005 por Luo y colaboradores, en un estudio donde se seiala que la zona de respuesta a TGF-3
es de aproximadamente 400 pb, y dentro de ella existen 4 SBEs, cada uno de los cuales tiene el
mismo efecto relativo sobre la regulacion transcripcional, ya que sélo se abate la activacion de la

transcripciéon de sno si se inhabilitan los 4 SBEs de manera simultdnea (Zhu, et. al., 2005) (Tabla 1).



En el promotor de sno se encuentra también un elemento de respuesta a HGF, lo que explicaria en
parte el papel antagénico del HGF con respecto al TGF-f pues HGF induce la expresion del
correpresor de los efectores de la via del TGF-3, cabe sefialar que esta induccién se lleva a cabo a

través de la ruta de las MAPK (Ruoyun, et. al. 2007).

Tabla 1. SBEs detectados en la zona de respuesta al TGF-f del promotor de sno en ratén y
humano. Estas regiones fueron definidas como SBE 1, 2, 3, y 4 aunque cada una de estas secuencias
presenta 2 sitios consenso SBE, excepto la regidén 3 que presenta solamente uno. En verde se resaltan las

diferencias entre ambas especies. En mayusculas las bases que al ser mutadas afectan la unién de las Smads

(zhu, et. al., 2005).

Por otro lado, la caracterizacién del promotor del gen smad7 permitié encontrar una region minima
entre el nucleotido -408 y el +112, un fragmento de 520 pb adyacente a la secuencia del cDNA de
Smad7 que contiene un SBE y que es capaz de inducir la transcripcion en células estimuladas con
TGF-B. EI SBE de este promotor es una secuencia palindromica GTCTAGAC ubicada entre los
nucleotidos -285 y -278 en donde se unen las Smads 3 y 4 de manera especifica y sin necesidad de
otros factores, sin embargo, en algunos reportes se ha mencionado que si se necesita de otros
factores para la transcripcion eficiente del gen smad7. Como ya se menciond la transcripcion de
este gen crea una asa de retroalimentacion negativa para la via del TGF-f, pero, ademas, se han

encontrado en el promotor de smad?7 sitios de unién a otros factores, lo que nos indica que este



gen pudiera ser regulado por otros estimulos ademads del TGF-f3, como lo es el del EGF o el IFN-y,
entre otros (Nagarajan, et. al., 1999; Hua, et. al., 2000; Nakao, et. al. 1997; Afrakhte, et. al. 1998;
Denissova, et. al., 2000; Denissova, et. al. 2004) (Tabla 2).

Tabla 2. Regidon promotora del gen smad7. Se muestra un alineamiento de 132 pb del

promotor de smad7 de humano y ratdn en el que se observa su similitud y la conservacién del

SBE. aue se muestra en color rosa.




2. Antecedentes

El efecto del TGF-f sobre la expresion de los genes sno y smad7 hace que sea posible
una regulacién negativa de la via, por eso ha sido importante conocer la regulacién de
estos genes a nivel transcripcional. En primera instancia, ha sido reportado que los
niveles de RNAm de sno y smad7 aumentan después del estimulo con TGF-f3, estos
genes son regulados directamente por las Smads y no requieren de la sintesis de otras
proteinas o la activacidn de otras vias para su induccion (Vazquez-Macias, et. al., 2005;
Briones-Orta, et. al, 2006; Denissova, et. al. 2004).

Ademas, en trabajos realizados previamente en nuestro laboratorio se identifico la
secuencia que corresponde a la regién promotora del gen sno de ratén y de humano
que responde al TGF-f, esta secuencia fue clonada a la par con la porcién de la region
promotora de smad7 que contiene al SBE en el vector pGL3-Basic (Promega) el cual es
un vector que fue disefiado para el andlisis cuantitativo de factores de regulacion
génica en los mamiferos como son, por ejemplo, los promotores. Mediante ensayos
con genes reporteros de luciferasa se demostrd la regulacion positiva de estos
promotores por TGF-f, confirmando lo ya reportado (Tecalco-Cruz, 2008; Dominguez-
Huttinger, 2008). Para el caso del gen sno se encontré que TGF-3 provoca una
induccion de 2-2.5 veces con respecto a su control, y para el promotor de smad7 se
obtuvo una induccidn de aproximadamente 4 veces. Se sabe también que el promotor
del gen smad7 se encuentra reprimido en su estado basal por los correpresores Ski y
SnoN. El correpresor SnoN puede ademads unirse al promotor del gen sno regulando
por un asa de retroalimentacién la expresidon de su propio gen. Todos estos datos nos
indican que ambos genes necesitan ser regulados de una manera muy especifica
debido a su capacidad de modular la seial del TGF-B, y como se ha mencionado, una
regulacion deficiente puede llevar a diferentes patologias, esto entonces sugiere un
mecanismo complejo en la regulacién transcripcional de estos dos genes. El
correpresor TGIF, que es en si mismo un gen blanco del TGF-f3 y se ha demostrado que
es una proteina reguladora de la expresién de los genes blanco de las Smads, al igual
qgue SnoN y Smad7, sin embargo, no se cuenta con evidencia experimental de los genes

qgue pudiera estar regulando, por lo que se puede suponer que puede ser uno de los



factores que participan en la regulacién transcripcional de los genes sno y smad7

(Tecalco-Cruz, 2008; Briones-Orta, 2006; Chen, et. al. 2003).



3. Planteamiento del problema

El mantenimiento de los niveles de SnoN y Smad7 es primordial en la homeostasis
celular, y la regulacién de su expresidon parece ser algo caracteristico en distintos
eventos fisioldgicos y puede encontrarse alterada en distintas patologias que
presentan una sobreexpresion o una disminucién de sus niveles. Si bien, hasta ahora
se ha demostrado que ambos genes son blancos del TGF-3, aun no se conoce bien la
regulacion de su expresion a nivel basal ni el como y en qué momento se modula su
expresion luego del estimulo del TGF-3, pero es posible que la participacién de algunos
correpresores como SnoN, Ski y TGIF, y de ciertos factores de transcripcion regulados
incluso por otras vias pudiera ser trascendental para el control de la expresién de
smad7 y sno. Los escenarios que consideramos importantes para explorar la expresién
de estos genes son aquellos que involucran procesos de proliferacion y diferenciacién
celular. En este proyecto en particular se pretende caracterizar si el correpresor TGIF
tiene efecto sobre la expresién de sno y smad7 y determinar el papel que esta
regulaciéon pueda tener en procesos de proliferacién celular, como podrian ser, por

ejemplo, la carcinogénesis o la regeneracion tisular.

Figura 11. Cuestiones que se pretenden dilucidar en este provecto.




4. Hipotesis
El correpresor TGIF ejerce una regulacidn transcripcional negativa de los genes sno y

smad?7 tanto en condiciones basales como en el contexto de las sefiales del TGF-f3.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general
Determinar si TGIF tiene un efecto en la regulacidn transcripcional de los genes
sno y smad7 y determinar este efecto tanto en condiciones basales como en el

contexto de las sefales del TGF-f3.

5.2. Objetivos particulares

e Determinar el efecto de TGIF sobre la regidon de los promotores de los
genes sno y smad7 que responde al TGF-3 mediante ensayos con genes
reporteros.

e Determinar el efecto de TGIF sobre los niveles de RNAm de sno y smad7
a nivel de RNA mensajero.

e Determinar si existe unidon de la proteina TGIF a los promotores de los
genes sno y smad7 a nivel basal y, con el estimulo del TGF-£3.

e Establecer un posible mecanismo mediante el cual TGIF esté regulando

la expresion de los genes snoy smad?7.



6. Materiales y Métodos

6.1 Bioinformdtica

En trabajos realizados previamente en el laboratorio se identificé y localizé el gen sno en
el genoma de ratoén, rata y humano. Para el caso del ratén y humano se encontré en el
cromosoma 3 y sus secuencias correspondientes son la AC117590 vy Ia
AC073288/NT_005212 mientras que para la rata se uso la secuencia NW_047625 ubicada
en el cromosoma 2. Para el gen smad7 se obtuvieron las secuencias del promotor
directamente del GeneBank; AF254791, AF167314, AF156727 para ratdn, rata y humano
respectivamente. Se identificé ademds la regidn responsiva a TGF-f3 que fue clonada para
andlisis posteriores (Tecalco-Cruz, 2008; Dominguez-Hittinger, 2008). El andlisis por
bioinformatica de este proyecto consistié en el uso de estas secuencias previamente
identificadas para realizar un andlisis de los posibles factores transcripcionales que se
unen al promotor de los genes sno y smad7 usando el programa Match — 1.0 Public
(Matrix Search for Transcription Factor Binding Sites), un programa disefiado para la
busqueda de sitios potenciales de unidén para factores de transcripcion en secuencias
especificas de nucleotidos, este analisis se realizé con el objetivo particular de ver si la

proteina de interés TGIF cuenta con sitios de unién en los promotores de estos genes.

6.2. Cultivos celulares

En este proyecto se emplearon tres lineas celulares: AD293 (células de rifndn embrionario
humano transformadas por adenovirus), HepG2 (células de hepatoma humano) y C9
(hepatocitos de rata). Todas las células se mantuvieron en medio DMEM (Gibco BRL)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Multicell, Winset), 100 U/ml de penicilina y
100 pg/ml de estreptomicina. Todos los cultivos se incubaron a 37°C en una atmdsfera

con un aporte constante de CO; al 5%.

6.3. Transfecciones celulares
Las células AD293, HepG2 y C9 se cultivaron en placas con 12 pozos. Cuando se obtuvo

una confluencia del 75% en un medio con 10% de suero fetal bovino las células se



transfectaron transitoriamente con 1 pg/pozo de los pldsmidos correspondientes
mediante el método de fosfato de calcio. Los pldsmidos transfectados incluyen a los genes
reporteros de la luciferasa, uno bajo el control de la regiéon del promotor del gen smad7
que contiene al SBE de 132 pb, otro con una regién del promotor del gen sno humano de
430 pb que contiene 4 SBEs y otro con una region del promotor del gen sno de ratén que
incluye ademas de los 4 SBEs a la regién responsiva a HGF, todos estos plasmidos fueron

clonados previamente en el laboratorio (Tecalco-Cruz, 2008) (Figura 12).

Figura 12. Esquema de los diferentes plasmidos utilizados en las transfecciones
celulares. Se observa el pldsmido pGL3 (reportero de luciferasa) bajo el control de los

promotores de los genes smad7, snoN de humano y snoN de ratén clonados previamente en

el laboratorio.

En algunos casos se cotransfectaron diferentes construcciones de TGIF (proporcionadas
por el Dr. Jeff Wrana del Mount Sinai Hospital en Toronto, Canadd) las cuales fueron
creadas por PCR o usando enzimas de restriccién internas a la secuencia de TGIF y
clonadas en un vector de expresion pCMV5 modificado que contiene dos copias del
epitope HA o una copia del epitope Flag (Figura 13), esto se hizo con el objetivo de ver el
efecto que tiene TGIF o las mutantes de TGIF (Figura 14) sobre los genes smad7 y sno.
Para estos ensayos, las células se transfectaron ademas con los plasmidos que contienen
al gen de la B-galactosidasa bajo el promotor CMV (pCMV-fgal) que sirvid para normalizar
la actividad de la luciferasa. Al dia siguiente de la transfeccidn, las células se incubaron dos
horas en un medio de ayuno con 0.2% de suero fetal bovino con el objetivo de evitar que

se enmascare el efecto del TGF-f por los factores de crecimiento del suero. Dichas células



recibieron entonces un estimulo de TGF-f3 a una concentracidn final de 100pM (0.1 nM)
por pozo y se incubaron asi toda la noche para permitir la expresion por TGF-f3 de los

diferentes genes blanco.

Figura 13. Esquema de las diferentes construcciones de TGIF
utilizadas en las transfecciones celulares. Estas construcciones fueron
generadas por PCR o utilizando enzimas de restriccion internas, fueron
posteriormente clonadas en el vector de expresién pCMV5 modificado que
contiene una copia del epitope Flag o bien, dos copias del epitope HA. Estas

construcciones fueron proporcionadas por Jeff Wrana.

Figura 14. Esquema de las diferentes mutantes de TGIF. En
el esquema se muestra la estructura de los diferentes productos
génicos expresados en las células trasfectadas. Nétese que la Mutante
1 (1-148:177-262) pierde su dominio de interaccion con las proteinas
Smad y la Mutante 2 (63-272) pierde tanto uno de sus dominios de

represion como su dominio de unién al DNA (Wotton, 1999b).




6.4. Reactivos y anticuerpos

En este proyecto fueron empleados los siguientes anticuerpos policlonales: anti-TGIF (H-
172), anti-SnoN (H-317), anti-Ski (H-329), anti-Smad2/3 (N-19). También se usé como
control el anticuerpo monoclonal anti-f-actina (C4) (F1907). Todos obtenidos de Santa
Cruz Biotechnology. El anticuerpo secundario utilizado fue anti-conejo acoplado a
peroxidasa de rabano de Zymed. Y para la estimulacidon celular se utiliz6 TGF-f1 de R&D

Systems y de Preprotech.

6.5. Ensayo de luciferasa

El medio de las células tratadas fue removido un dia después de haberlas estimulado, se
hizo un lavado con 1 ml de PBS. Las células se resuspendieron en 50 I de un buffer de lisis
especial para el ensayo de luciferasa (Reporter Lysis Buffer 5X, Promega). Las células
fueron lisadas por 10 minutos en agitacion a 4°C, con ayuda de un gendarme se pasaron a
microtubos de 1.5 ml que se centrifugaron a 13,000 rpm por 5 min a 4°C, el sobrenadante
fue separado y sometido a la reaccidn de luciferasa, la cual fue iniciada al mezclar en un
tubo nuevo 5 Ul del lisado con 25 pl del reactivo de luciferasa (Luciferase Assay Reagent,
Promega), las unidades luminicas fueron determinadas usando un lumindmetro. Para
normalizar los valores obtenidos de luciferasa 10 pl de cada muestra obtenida fueron
sometidos al ensayo de B-galactosidasa, el cual consiste en agregarle a los 10 Ul de lisado
90 pl de una mezcla de Buffer Fosfato de Potasio 50 mM (pH 6.6) que contiene Mn*? 0.1
mM (cofactor) y ONPG como sustrato artificial como especifica el proveedor, la reaccién
que produce ONP y D-galactosa se lleva a cabo a 37°C. La producciéon de ONP se
determina colorimétricamente ya que absorbe luz a 415 nm en solucidn alcalina. Estos

ensayos fueron realizados por triplicado para cada condicion.

6.6. Extraccion de proteinas totales

Las células se cultivaron en cajas de 100 mm de didmetro, cuando alcanzaron una
confluencia del 75% fueron transfectadas transitoriamente usando lipofectamina
(Invitrogen), usando 3 g por caja del DNA correspondiente a los diferentes plasmidos

mencionados anteriormente. Las cajas de células en monocapa fueron colocadas sobre



una cama de hielo, el medio de cultivo fue removido y las células se lavaron dos veces con
PBS frio. Para lisar a las células se les agregd 1 ml de Buffer TNTE 0.5% (50 mM Tris-HCI pH
7.4, 150 mM EDTA, Tritdon X-100 0.5%) frio con inhibidores de proteasas y fosfatasas
(apéndice) en cada caja. Las células fueron raspadas con ayuda de un gendarme y se
dejaron en agitacion a 4°C por 15 min. Transcurrido ese tiempo, los lisados fueron
transferidos a tubos para microcentrifuga estériles de 1.5 ml previamente enfriados y
posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 13,000 rpm por 5 min a 4°C. El
sobrenadante fue transferido a tubos nuevos y se procedié a cuantificar la proteina

obtenida por el método de Bradford para usarse después en el Western Blot.

6.7. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Se elaboran geles de poliacrilamida al 12% para correr las muestras obtenidas puesto que
TGIF tiene un peso de aproximadamente 32 kDa. A 80 Ug de proteinas totales de cada
experimento se les adiciondé solucién de Laemmli para electroforesis, se desnaturalizaron

por 3 min a 100°C para luego ser separadas por electroforesis.

6.8. Western Blot

Después de separar las proteinas en el gel de poliacrilamida, se transfirieron a una
membrana de PVDF (BIO-RAD) con un buffer de transferencia durante 1 hora a 100 V.
Posteriormente se bloqued la membrana con leche descremada al 5% en TBST al 0.1%
(TBST 1X: 20 mM Tris pH 7.6, 0.1 M NaCl, 0.1% tween 20) en agitacion por 1 hora a
temperatura ambiente. Luego se incubd con el anticuerpo primario correspondiente en
una dilucién 1:1000 en TBST 1X a 4°C toda la noche. Al dia siguiente, la membrana fue
lavada tres veces con TBST 1X por 5 min y luego incubada durante 1 hora a temperatura
ambiente con un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rabano (HRP;
Horseradish Peroxidase) en una dilucién 1:10,000 en TBST 1X. Por ultimo, cada membrana
fue lavada tres veces con TBST 1X por 10 min. Finalmente se realizé la deteccién de las

proteinas empleando el kit de quimioluminiscencia ECL (Thermo Scientific Pierce).



6.9. Extraccion de RNA total

Las células se cultivaron en cajas de 10 cm, cuando alcanzaron una confluencia del 75%
fueron transfectadas transitoriamente usando lipofectamina (Invitrogen), se usaron 3 pg
por caja del DNA correspondiente a los diferentes plasmidos mencionados anteriormente,
después de esto se retird el medio de cultivo de cada caja de células y se le agregaron 5 ml
de Trizol (Invitrogen). Se homogeneizd la mezcla pipeteando y se incubd a temperatura
ambiente por 5 min. Las muestras se transfirieron entonces a tubos cénicos estériles de 15
ml adicionando 200 ul de cloroformo por cada ml de Trizol empleado, se mezcla
vigorosamente por 15 seg y se incuba a temperatura ambiente por 3 min para luego
centrifugar por 45 min a 4°C a 3500 rpm. Después de la centrifugacion se obtuvieron 3
fases: una fase acuosa (superior) que contiene al RNA, una interfase que contiene DNA y
proteinas. Se transfirié la fase acuosa a un tubo nuevo estéril y se precipitd el RNA
agregando 0.5 ml de isopropanol frio por cada ml de Trizol empleado, se agitd
vigorosamente y se centrifugd nuevamente a 4°C a 3500 rpm por 45 min. Se retir6 el
sobrenadante y se obtuvo una pastilla de RNA total, el cual se lavd con etanol al 70%, se
dejd secar a temperatura ambiente y se resuspendid en agua previamente tratada con

dietil-pirocarbonato (DEPC).

6.10. Ensayo de RT-PCR

Para los ensayos de transcripcidon reversa (RT) 4 Yug de RNA total fueron tratados con
DNAsa | (Invitrogen), se empled 1 U de DNAsa por cada g de RNA total, en un volumen
final de 10 pl con buffer de reaccion 1X. Las muestras se incubaron por 15 min a
temperatura ambiente, transcurrido este tiempo, la DNAsa se inactivé al agregar 1 ul de
EDTA 25 mM. Las muestras se calentaron a 65°C por 10 min. Una vez que el RNA quedd
libre de DNA se procedid a realizar la transcripcion reversa empleando la enzima
SuperScript Il RT, para llevar a cabo la sintesis de la primera cadena de cDNA se
adicionaron en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml nuevo y estéril los siguientes
componentes: 2 g de RNA total tratado con DNAsa |, 1 pl de hexameros al azary 1 ul de
dNTPs 10 mM, esta mezcla se incubd a 65°C por 5 min y se transfirié a hielo donde se

agregaron los demdas componentes: Buffer de Reaccién 1X, DTT 0.1 My 1 pl de la enzima



SuperScript Il en un volumen final de 20 pl, los componentes fueron mezclados mediante

pipeteo suave y se procedid con el siguiente programa de incubacién: 10 min a 25°C, 50

min a 42°C, 15 min a 70°C y, finalmente las muestras se mantuvieron a 4°C. Una vez que

se obtuvo el cDNA, éste fue empleado como templado para llevar a cabo las reacciones de

PCR.

Se realizaron ensayos de PCR con los cDNAs obtenidos y con oligonucleétidos

correspondientes a los genes smad7, sno y como se muestra en la Tabla 3 y en la Figura

15.

Figura 15. Esquema de los pares de
oligonucleétidos utilizados para
amplificar las regiones de interés de
los genes snoN y smad7. Las regiones
amplificadas contienen a los SBEs, se
indica ademds el nombre de los
oligonucledtidos que fueron descritos en

la Tabla 3 ademas del producto de PCR

esperado para cada pareja.

La reaccion de PCR se llevé a cabo bajo las siguientes condiciones:

PCR ciclos B-actina smad7 sno humano sno raton
1 5 min -95°C 5 min - 95°C 5 min - 95°C 5 min - 95°C
1 min - 95°C 1 min - 95°C 30 seg - 95°C 30 seg - 95°C
30 1 min - 55°C 1 min - 65°C 30 seg —63.5°C 30 seg-65°C
1 min - 75°C 1 min - 75°C 1 min - 75°C 1 min - 75°C
1 5 min - 75°C 5 min - 75°C 5 min - 75°C 5 min - 95°C
Fin de la reaccién 4°C 4°C 4°C 4°C




Finalmente, los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de

agarosa al 1.5%.
6.11. Ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina (ChiIP)

6.11.1. Preparacion de la cromatina

La inmunoprecipitaciéon de cromatina se realizé con las células AD293 en cajas de 10 cm
de diametro a un 75% de confluencia y en ayuno desde una noche previa al experimento.
Las células se trataron con formaldehido al 11% por 20 min a 37°C con el fin de
entrecruzar a las proteinas con el DNA. La reaccién se detuvo con la adicién de glicina 0.2
M, las células se incubaron 5 min en hielo y después se lavaron con PBS frio. Las células
fueron raspadas con un gendarme y recolectadas en tubos coénicos de 15 ml. Se
centrifugaron a 2000 rpm y se procedié al aislamiento de nucleos que se efectuo al
resuspender la pastilla celular en 5 ml de buffer de lisis (Buffer 1, apéndice) adicionado
con inhibidores de proteasas y fosfatasas y se incubd por 10 min a 4°C en agitacion,
posteriormente los nucleos fueron recolectados por centrifugacion a 2000 rpm por 5 min
a 4°C. El sobrenadante fue aspirado y la pastilla con los nucleos se resuspendié en 4 ml de
buffer 2 (Buffer 2, apéndice) adicionado con inhibidores de proteasas y fosfatasas para
liberar a la cromatina, se dejé en agitacién por 10 min a 4°C. Nuevamente se realizé una
centrifugacién a 2000 rpm por 5 min a 4°C. El sobrenadante fue retirado y la pastilla fue
resuspendida en 3 ml de buffer de resuspension (Buffer 3, apéndice) adicionado con
inhibidores de proteasas y fosfatasas para ser sometido a sonicacion. La sonicacién de la
cromatina se llevé a cabo con la muestra en hielo y aplicando 10 ciclos de 30 seg de
sonicacion con intervalos de 1 min con un sonicador Fisher Sonic Dismembrator 300, se
obtuvieron fragmentos de DNA de aproximadamente 300-600 pb. Después se realizé un
preaclaramiento de las muestras con el propdsito de disminuir interacciones inespecificas,
para esto se adicionaron 30 I de proteina G bloqueada previamente como se indica en el
apéndice, y se dejo mezclandose toda la noche a 4°C. Al siguiente dia las muestras se
centrifugaron a 13,000 rpm por 1 min a 4°C y el sobrenadante con la cromatina “limpia”

fue transferido a un tubo nuevo y se guardd a -70°C o se prosiguié con el protocolo.



6.11.2. Inmunoprecipitacion de la cromatina

Para la inmunoprecipitacion de las proteinas de interés se hizo una mezcla utilizando 250
Ml de cromatina “limpia”, 250 pl de buffer de precipitacion (apéndice) y 5 ul del
anticuerpo correspondiente: anti-Smad2/Smad3, anti-TGIF, anti-SnoN, anti-Ski é anti-
Bactina (control negativo). Esta mezcla se incubd toda la noche a 4°C en agitacidn, se
reservaron 100 Yl de cromatina en un tubo adicional por cada condicién experimental,
para cuantificar la cantidad inicial de cromatina (Input). Al dia siguiente se agregaron 20 LI
de proteina G-sefarosa a cada muestra para recolectar los complejos DNA-proteina-
anticuerpo y se incubd a 4°C por 3 horas en agitacion, las muestras se centrifugaron a
13,000 rpm por 30 seg, se removio el sobrenadante y se agregd el buffer de lavado
(apéndice) a las perlas, este paso se repitid 7 veces. Finalmente, la pastilla de proteina G
se resuspendié en 100 Ul de TE y se le agregd 1 ul de RNAsa, 5 il de SDS al 10% y 1 ul de
proteinasa K a 20 mg/ml. Las muestras se incubaron a 55°C por 3 horas y a 65°C toda la

noche.

6.11.3. Recuperacion del DNA

Las muestras se centrifugaron por 10 seg a maxima velocidad y se recuperd el
sobrenadante, al cual le fue afiadido un volumen de fenol-cloroformo-isoamilico, se agitd
por 10 seg y se centrifugd a 13,200 rpm a temperatura ambiente por 5 min. La fase acuosa
se separd y se tratd agregando un volumen de cloroformo y nuevamente se centrifugé a
13,200 rpm a temperatura ambiente por 5 min. La fase acuosa se recuperd y se precipité
anadiendo 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 2.5 volumenes de etanol
absoluto a -70°C se dejo por 30 min. La pastilla de DNA obtenida se resuspendié en 20 pl

de H,0 desionizada estéril y se guardé a -20°C hasta su uso.

6.11.4. PCR

Con las muestras de DNA obtenidas se amplificaron los promotores de sno y smad7. El SBE
del promotor de Smad7 se localiza en el nucleétido -210, por lo que se usaron
oligonucledtidos que flanquean a esta regidon. Para sno se usaron cebadores que

flanquean a la region que contiene a los SBEs. Como control negativo se utiliz6 a p-actina



como blanco en las reacciones de PCR usando los oligonucledtidos respectivos como se
muestran en la Tabla 3.
Las muestras fueron analizadas por electroforesis en geles de agarosa al 1.5%, analizando

las bandas correspondientes a los productos de interés.

Blanco Nombre Secuencia 5’-3’ Tamafio | Tm Producto
esperado
sno FW ATAGGTACCTGGGGCCGAGGGAACAT 26 57 1340 pb
raton REV ATAGAGCTCACGTCACTGGCGGAGACA 27 55
sno SBEhi CGCGGTACCGCGGTGAGGGTGGGGTG 26 59 400 pb
SBEhf CGCGAGCTCACGTCACTGCGGAGACA 26 55
humano Snoh FW CGGCGGGGTACCTGGGGACTAGAGGAAGGAA 31 62 670 pb
Snoh REV GGGGAGCTCTCGACGAGCTTTGTGAATTCC 30 61
smad7 S7 sense CCTCTGCTCGGCTGGTTCCAC 21 62 132 pb
S7 TAGAAACCCGATCTGTTGTTTGCG 24 62
antisense
B-actina Sense GGGTCAGAAGGATTCCTATG 20 55 237 pb
Antisense GGTCTCAAACATGATCTGGG 20 55

Tabla 3. Oligonucledétidos sintéticos utilizados para la reacciéon de PCR de sno y smad?7. En la tabla
se muestran las secuencias de los oligonucledtidos disefiados para amplificar la regién que contiene a los
SBEs del promotor del gen sno de ratédn y humano. Estos pares de oligonucledtidos se disefiaron integrando
el sitio de las enzimas de restriccion Kpnl (azul) y Sacl (rosa). En verde se muestran las bases que fueron
anadidas con el fin de facilitar el ensamblaje de la Taq polimerasa durante la amplificacion del DNA. En la
tabla se muestran ademas las condiciones de Tm de cada reaccién. El sitio de reconocimiento de Kpnl es
GGTACC y de Sacl es GAGCTC. Los oligonucledtidos para amplificar a smad7 sirven para amplificar al

promotor smad7 tanto de ratén como de humano.

La reaccidn de PCR se llevé a cabo bajo las siguientes condiciones:

PCR ciclos B-actina smad7 sno humano
1 5 min -95°C 5 min - 95°C 5 min - 95°C
1 min - 95°C 1 min - 95°C 30 seg - 95°C

30 1 min - 55°C 1 min - 65°C 30 seg—63.5°C




1 min - 75°C 1 min - 75°C 1 min - 75°C
1 5 min - 75°C 5 min - 75°C 5 min - 75°C
Fin de la reaccion 4°C 4°C 4°C

Finalmente, los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de

agarosa al 1.5%.

6.12. ChIP en pldsmido

En este ensayo se utilizaron células a las que se les transfectaron transitoriamente los
promotores sno y smad7 y el pldsmido con el cDNA de TGIF WT. Se utilizaron células
AD293 que se crecieron en platos de 100 mm de didmetro hasta alcanzar un 70-75% de
confluencia, posteriormente se transfecté 1 g total de DNA de las construcciones de los
promotores con lipofectamina (Invitrogen) y se regresaron las células a la incubadora por
10-48 horas. Una vez transcurrido este tiempo, se realizd el estimulo con TGF-f3 por 45
minutos, y posteriormente se procedid a realizar el entrecruzamiento de DNA y proteinas
con formaldehido y se realizaron las inmunoprecipitaciones, prosiguiendo con el protocolo
en forma igual al anterior del ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina. El DNA
resultante fue analizado por medio de reacciones de PCR amplificando con primers
especificos para el plasmido pGL3 donde estdn clonados los promotores. Se utilizaron
anticuerpos anti-TGIF y anti-Smad2/3 como control de Santa Cruz Biotechnology, ya
mencionados anteriormente. Finalmente, los productos de PCR fueron analizados por

electroforesis en geles de agarosa al 1.5%.



7. Resultados

7.1. Bioinformdtica. Obtencion de los sitios de union a TGIF en las secuencias de
los promotores sno 'y smad7

Al analizar las secuencias promotoras de ambos genes usando el programa Match — 1.0
Public (Matrix Search for Transcription Factor Binding Sites) se encontraron ademas de los
sitios de unién a las Smads ya caracterizados, sitios de unién a la proteina TGIF,
considerando las funciones que le han sido atribuidas a esta proteina, y la capacidad que

tiene de regular negativamente a la via del TGF-$ se le podria sugerir un papel como

regulador negativo de estos genes (Figura 16 y 17).
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Figura 16. Secuencia y esquema de la region promotora del gen sno de ratén. Se muestra la region
responsiva a TGF-f3 en color amarillo, el SBE 1 color azul claro, el SBE 2 en rosa, el SBE 3 en verde y el SBE 4 en

azul oscuro. La regién de respuesta a HGF en gris y los sitios de union a TGIF se muestran con letras rojas.
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Figura 17. Secuencia y esquema de la region promotora del gen smad7. La
secuencia pertenece a las 512 pb adyacentes al cDNA del gen smad7 en su region 5’ que
van de la base -408 a la +112. Es importante mencionar que la secuencia utilizada en este
trabajo y clonada en el vector pGL3 es la remarcada con negritas que corresponde al sitio
de respuesta al TGF-f y consta de 132 pb. Con mayusculas se muestra la regidn que es
transcrita y al final subrayado el oligonuclétido usado para el ensayo de extensién. Ademas
se muestra el SBE en color azul claro, y los sitios de uniéon a TGIF con letras rojas

(Modificada de Nagarajan, et. al. 1999).

7.2. Efecto de TGF-f3 sobre la actividad de los promotores de sno y smad7

Previamente en el laboratorio se demostré que el fragmento del promotor clonado de sno
humano es inducido por TGF-f (Tecalco-Cruz; 2008). Para comprobar esto y ademas
demostrar lo mismo para smad7 y para el promotor sno de ratéon se llevé a cabo la
transfeccion de los plasmidos reporteros descritos previamente en las células AD293 que
como se sabe, son responsivas al TGF-f. Se utiliz6 como control positivo al pldasmido
3TPLux .

El pladsmido 3TPLux es un reportero quimérico que contiene elementos del

promotor de colagenasa humana y PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1; Inhibidor del



Activador de Plasmindgeno 1) fusionados al gen reportero de luciferasa, este plasmido
contiene tres repeticiones de un elemento responsivo a PMA (Phorbol Myristate Acetate;
Acetato de Miristato Forbol) llamado 12-O-tetradecanoylphorbol 13 acetato, y ademas un
fragmento del promotor PAI-1 y es por lo tanto, activado por el estimulo del TGF-f3 en una
variedad de células.

Los resultados mostraron que el reportero 3TPLux, empleado como control positivo,
responde como se esperaba al TGF-. Se observa que el tratamiento con TGF-f indujo un
aumento de la actividad de luciferasa de aproximadamente 4 veces con respecto al
control en las células AD293 (Figura 18). El estimulo de TGF-f3 es también capaz de activar
al promotor de smad7 (3.5 veces con respecto al control), al promotor sno de ratén de
1340 pares de bases (3 veces con respecto al control) y al promotor sno de humano de
430 pares de bases (2.5 veces con respecto a su control) esto en las células AD293. Como
se observa en la grafica de la Figura 18 las zonas de los promotores que fueron clonadas y
caracterizadas y que contienen a los SBEs tanto de smad7 como de sno de ratén y humano
utilizadas para estas transfecciones celulares responden al TGF-f3, es decir, al igual que el

pldasmido 3TPLux, son reguladas positivamente por esta citocina.

Figura 18. Los promotores
de smad7, sno (de
humano vy ratén) son
regulados positivamente
por TGF-$.

Se observa la induccién del
control positivo 3TPLux por
TGF-f en las células AD293
ademads de la induccién de
smad7, snoN de ratén vy
humano en las mismas

células.




7.3. Efecto de la sobreexpresion de TGIF sobre los promotores de sno 'y smad7

Para establecer el papel que tiene TGIF sobre la regulacion de la transcripcion de smad7 y
sno, las células AD293 se cotransfectaron con el cDNA de la proteina TGIF y los plasmidos
ya descritos que tienen el gen de luciferasa bajo el control de estos promotores, usando
nuevamente como control al vector 3TPLux. En primera instancia los resultados muestran
que tanto 3TPLux como el promotor de los genes smad7 y sno de ratéon y humano
respondieron al TGF-f ya que el estimulo indujo un aumento en la actividad de luciferasa
consistente con lo que ya se habia descrito anteriormente. Cuando las células se
cotransfectaron con el cDNA de TGIF usado a diferentes concentraciones se observa una
inhibicion de la actividad de luciferasa a nivel basal y la pérdida de la induccién por TGF-3
para el caso del reportero 3TPLux y del promotor del gen smad7 como se observa en la
Figura 19 en las graficas A y B. Sin embargo, cuando los promotores del gen sno tanto de
raton como de humano se cotransfectaron con TGIF se observéd un aumento en la
actividad de la luciferasa a nivel basal pero se observa un bloqueo en la induccién con

TGF-B como se observa en la Figura 19 en las graficas Cy D.

Figura 19. 3TPLux vy el
promotor de smad7 son
inhibidos a nivel basal por la
proteina TGIF (A y B)
mientras que los
promotores sno de humano
y ratén son activados a nivel
basal por TGIF (C y D). En
todos los casos se observa
un bloqueo de la induccién
de estos promotores por

TGF-B.




Para ver si el efecto que tiene TGIF en la regulacidon de los genes smad7 y sno es
dependiente del tipo celular se llevaron a cabo cotransfecciones con el cDNA de TGIF y el
promotor de smad7 o de sno de ratén (1340 pb) en diferentes tipos celulares (células
HepG2 y las células C9). Como se observa en la Figura 20, el comportamiento es
consistente con lo encontrado para las células AD293, el promotor de smad?7 es inhibido a
nivel basal y en el contexto del TGF-f3 tanto en las células HepG2 como en las C9, mientras
que el promotor de sno de ratdn es activado a nivel basal pero su induccién por TGF-3 se
ve disminuida en la presencia de TGIF, esto ocurre en los tres tipos celulares probados,

AD293, HepG2 y C9.

A) Figura 20. Efecto de la
sobreexpresion de TGIF
sobre sno y smad7 en
diferentes tipos celulares.
El promotor de smad7 es
inhibido a nivel basal por la
proteina TGIF (A) mientras
B) que el promotor snoN de
ratén es activado a nivel basal
por TGIF (B). En todos los
casos se observa que la
induccién de estos
promotores por TGF-3 estd

bloqueada.

7.4. El efecto de TGIF sobre el promotor de sno es dependiente de la dosis
Como ya mostramos, la proteina TGIF es capaz de activar al promotor de sno, para esta
caracterizaciéon se utilizaron dos concentraciones del plasmido que contiene al cDNA de

TGIF: 0.4 y 0.8 pg/pozo. Debido a que se encontraron diferencias entre el efecto que



causa una concentracién y otra como se observa principalmente en las células AD293, se
decidié probar diferentes concentraciones del plasmido. Para esto, las células AD293 se
usaron para transfectar al promotor de sno de humano de 430 pb y el de ratén de 1340 pb
a la par con TGIF a diferentes concentraciones. Como se observa en las graficas de la
Figura 21, el efecto de TGIF sobre el promotor de sno es dependiente de la concentracién
de pldsmido transfectada. Al realizar este experimento con el promotor de smad7 se
observé que todas las concentraciones de TGIF usadas reprimieron al promotor. Estos

datos se obtuvieron solamente en condiciones basales.
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Figura 21. Los promotores de sno (de humano y
ratéon) son activados a nivel basal por TGIF de

manera dependiente de la dosis.

7.5. Efecto de las mutantes de TGIF en la regulacion transcripcional de sno y smad7

7.5.1. Evaluacion de la sobreexpresion de las mutantes de TGIF

Nuestro primer objetivo fue verificar si las mutantes de TGIF se estaban sobreexpresando
correctamente, esto para poder atribuirle los resultados obtenidos a la falta de efecto de
la mutante debido a que carece de determinados dominios, mas no a la falta de expresién
de la misma. Para llevar a cabo estos ensayos de expresion se transfectaron las células

AD293 usando lipofectamina con las construcciones TGIF WT o de sus dos mutantes. Al dia



siguiente de la transfeccion se hizo un estimulo con TGF-f3 por 45 min antes del lisado
celular y otro por 2 h para comparar los niveles de expresién de la proteina a diferentes
tiempos. Los extractos totales se analizaron por Western Blot usando para la deteccidn un
anticuerpo policlonal de conejo Anti-TGIF cuyo epitope corresponde a los aminoacidos
100 al 272 mapeados en el extremo carboxilo terminal de la proteina TGIF de origen
humano (Santa Cruz Biotechnology) y que por lo tanto puede reconocer a TGIF y a las dos

mutantes.

Control WT M1 M2 Control
TGF-B (45min) - + - 4+ - o+ -+ o+

25 Kda

2h) TGIF

25 Kda -

Figura 22. Evaluaciéon de la expresion de TGIF WT y de sus
mutantes 1 y 2. Células AD293 fueron transfectadas con las
construcciones de TGIF y sus mutantes y tratadas con TGF- por 45

minutos o 2 horas. Extractos totales de proteinas fueron analizados por

Como se observa en la Figura 23, se logré una sobreexpresién de TGIF WT y de sus
mutantes en las células AD293, en primera instancia la expresion de la proteina en su
forma silvestre es representada por una banda alrededor de los 30 KDa. En 1999, Wotton
reportd que la Mutante 1 da una banda de aproximadamente 25 KDa y la Mutante 2 una
banda de aproximadamente 20 KDa. Se realizaron 3 repeticiones y la imagen de la Figura
22 es una imagen representativa de los resultados obtenidos, donde pueden observarse
las bandas esperadas, puede observarse ademas que aparentemente la expresion no sufre
cambios importantes después del estimulo con TGF-f3 ni a 45 minutos ni a las dos horas.

Por otro lado, a nivel endégeno mostrado en los carriles de la izquierda de la Figura 22,



parece haber una induccién después del estimulo con TGF-f3 que es de esperarse pues
TGIF es un gen blanco de esta citocina. Es importante resaltar que la expresién de la
Mutante 1 es notablemente menor que la de la forma silvestre y la Mutante 2. Aun faltan
hacer ensayos de expresion para esta mutante cambiando la cantidad de DNA en la
transfeccidon para lograr ver una sobreexpresion clara. Lo que podemos concluir de la
Figura 22 es que existe una sobreexpresién de TGIF, tanto de su forma silvestre como de
la Mutante 2, ademas, que la Mutante 1 no se expresa con la misma eficiencia pero que se
puede observar la banda que la representa y finalmente, que el TGF-f} parece aumentar la
expresion de TGIF endégeno pero no tiene efecto aparente en el contexto de
sobreexpresién del mismo. Las mutantes se utilizardn en ensayos de genes reporteros
para medir el efecto de las mismas sobre la actividad de sno y smad7 en comparacién con

el efecto que se obtuvo para la proteina TGIF en su forma silvestre.

7.5.2. Efecto de la sobreexpresion de las mutantes de TGIF sobre la activacion de
los reporteros de sno y smad7

Para evaluar el papel de TGIF en la regulacién transcripcional de los genes sno y smad7
mas a fondo se utilizaron los cDNAs que codifican para dos mutantes de esta proteina
para cotransfectarlos en las células AD293 junto con los reporteros de luciferasa que
contienen fragmentos de los promotores de estos genes. Recordemos que TGIF es una
proteina que tiene 272 aminoacidos. La Mutante 1 (1-148:177-263), carece de los
aminodcidos 149 al 176 y de los ultimos 10 aminodcidos (262-272) este dominio se ha
descrito como un dominio de interaccion proteico y por lo tanto, esta mutante pierde su
capacidad de interaccién con proteinas como las Smad o mSin3 (Wotton, et. al. 1999b;
Wotton, et. al. 2001). La Mutante 2 (63-272) carece de los aminodacidos 1 al 62 y por lo
tanto carece del dominio de represién ubicado en el extremo amino terminal y ademas le
falta una parte que corresponde a una region del homeodominio y por lo tanto, éste deja
de ser funcional por lo que pierde su capacidad de unirse al DNA (Wotton, et. al., 1999).
Como control de estas transfecciones se utilizé a la TGIF WT (wild type) y ademas, se

probo el efecto de estas mutantes sobre el pldsmido 3TPLux.



Como se observa en la grafica A de la Figura 23 el reportero 3TPLux fue inhibido tanto por
la proteina TGIF (como ya se habia analizado previamente) como por las 2 mutantes
previamente descritas. Esto coincide con los resultados reportados por Wotton en 1999,
lo que indica que cualquiera de los dos dominios de la proteina que permanecen en las
mutantes llevan a cabo la represidn de este reportero. En la grafica B de la Figura 23 se
observa el reportero de luciferasa bajo el control del promotor de smad7 sometido al
efecto de TGIF y de las dos mutantes, como ya se habia descrito, la proteina TGIF en su
forma silvestre es capaz de reprimir a smad7 en un estado basal disminuyendo la
actividad de luciferasa a aproximadamente la mitad en comparacién con el control, este
mismo efecto se observé con la Mutante 2, es decir que al quedar el dominio de represién
del carboxilo terminal intacto, TGIF pudo reprimir al promotor de smad7. Sin embargo,
como se observa en la gréfica, la Mutante 1 no fue capaz de reprimir a smad7 quedando la
actividad del reportero igual que su control, esto puede correlacionarse con el gel de la
Figura 22 en donde se aprecia que la Mutante 1 no se expresa tanto como las otras dos

proteinas, y la falta de efecto puede deberse a esto.

A) B) Figura 23. Efecto de la sobreexpresion de
las mutantes de TGIF sobre sno y smad7
en las células AD293. El promotor de
smad7 es inhibido a nivel basal por la proteina
TGIF (wild type) y por la mutante 2, mientras
que la mutante 1 no tiene efecto aparente en
la actividad del promotor comparado con el
C) D) control. Los promotores sno de ratén y
humano son activados a nivel basal por TGIF,
la mutante 1 logra un aumento en esta
activacién mientras que la mutante 2 no logra
activar al promotor. Con el plasmido 3TPLux
se observa una inhibicién de la actividad de

luciferasa en todos los casos.




Para el caso de sno se confirmd en primera instancia que sus promotores tanto de
humano como de ratén son activados por TGIF wild type de manera basal, cuando se
cotransfecta con la Mutante 1 se puede observar en las graficas Cy D de la Figura 23 que
la actividad aumenta, es decir tiene el mismo efecto en el promotor que la proteina
silvestre pero el aumento en este caso es de aproximadamente 10 veces con respecto a su
control. Interesantemente, cuando se cotransfecta con la Mutante 2 se puede observar
que la activacion por TGIF se abate y que incluso hay represién a nivel basal cuando se
transfecta con esta mutante que carece tanto del dominio de represién amino terminal
como de su homeodominio funcional. Es probable entonces que alguno de estos dominios
0 ambos sean necesarios para que exista una activacion por TGIF de los promotores de

sno tanto de humano como de raton.

Este ensayo se hizo ademas agregando el estimulo del TGF-B. Como ya se describid antes,
la proteina TGIF en su forma silvestre es capaz de reprimir la induccion de genes
provocada por esta citocina. El objetivo de este ensayo fue ver si esta represién se veia
afectada al realizar la transfeccidn con las mutantes de TGIF ya descritas (Mutante 1y 2),
utilizando a las células AD293. Como se observa en la Figura 24 en la grafica A el promotor
de sno de raton es activado a nivel basal por TGIF en su forma silvestre y por la Mutante 1
de TGIF, sin embargo esta activacién se pierde cuando se transfecta con la Mutante 2. Al
estimular con TGF-f la actividad del promotor aumenta de manera basal mientras que
cuando se cotransfecta tanto con TGIF wt como con cualquiera de las mutantes esta
induccion abate totalmente. Por lo que se puede inferir que TGIF puede utilizar diferentes
mecanismos para evitar que el promotor de sno se active por TGF-f y, ademds, se
corrobora que su activacion a nivel basal es dependiente de su dominio amino terminal.

Por otro lado, como se muestra en la gréfica B de la Figura 24 el promotor de smad7 es
activado por el estimulo de TGF-f a nivel basal y es inhibido a nivel basal por TGIF en su
forma silvestre que también impide su activacion por TGF-f3, este comportamiento se

repite cuando se cotransfecta con cualquiera de las dos mutantes.



Figura 24. Efecto de Ila
sobreexpresion de las
mutantes de TGIF sobre sno
y smad7 en el contexto de
TGF-B. A) El promotor de sno
es activado por TGF-f3 y tanto la
forma silvestre de TGIF como
sus mutantes son capaces de
abatir esta induccién. B) El
promotor de smad7 es
reprimido a nivel basal por TGIF
y por la mutante 2 pero no por
la mutante 1 que carece de
efecto sobre el promotor.
Tanto TGIF silvestre como las
mutantes son capaces de
reprimir la activacién de smad7

por TGF-f.

7.5.3 Efecto de las mutantes de TGIF sobre los niveles de RNAm de smad7 y sno

Se realizaron ademas ensayos de RT-PCR para analizar el efecto de TGIF y sus mutantes
sobre la expresiéon del RNAm de Smad7 y SnoN. Para llevar a cabo estos ensayos se
transfectaron células AD293 con los plasmidos codificantes para TGIF WT y sus mutantes y
se obtuvo el RNA total mediante una extraccidn con Trizol como se detalla en materiales y
métodos. EI RNA total de cada muestra fue tratado con DNAsal antes de proceder a la
transcripcidn reversa. Los analisis de RT-PCR se muestran en la Figura 25, como se puede
observar, la presencia de TGIF reprime la expresion del mensajero de Smad7 comparando
con el control, al igual que las dos mutantes. Mientras que para el caso de SnoN, TGIF en

su forma silvestre induce la expresion del gen sobre su control, también la Mutante 1 es



capaz de inducir a SnoN pero en mejor cantidad, y, por ultimo la Mutante 2 de TGIF no fue
capaz de activar al gen de SnoN. Los datos nos sugieren que TGIF ademas de reprimir a
Smad7 por diferentes mecanismos puede activar la transcripciéon del gen de SnoN en su
forma silvestre y aparentemente esta activacion es dependiente del HD pues la Mutante 2

que carece de estos dominios no pudo activar al gen.

RT-PCR TGIF Figura 25. Analisis de la modulacién de

la expresion de Smad7 y SnoN por TGIF.

smad7 319pb || Células AD293 fueron transfectadas con las

contrucciones para TGIF y sus mutantes. El

RNA total fue extraido y sometido a

snoN . .
308 pb || tratamiento con DNAsal para luego realizar
las reacciones de RT. Las PCR se hicieron
B-actina 237 pb empleando los oligonucleétidos de los genes

de Smad7, SnoN y B-actina como control.

7.6. Inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP)

Para entender cémo esta regulada la expresion del fragmento que responde a TGF-f3 de
los promotores de los genes sno y smad7 se hicieron ensayos de Inmunoprecipitacién de
cromatina (ChIP) con el fin de analizar la unién de TGIF a los promotores de sno y smad7,
utilizando a las células C9, HepG2, y AD293 estimuladas con TGF-$ 0.5 nM por 45 minutos
e inmunoprecipitando a Smad2/3, TGIF, y a la B-Actina que fue usada como control
negativo. Posteriormente, la cromatina recuperada de cada ensayo se empled en las
reacciones de PCR amplificando a la regidn que flanquea al elemento SBE localizado en el
promotor de smad7 vy, a la regidn que flanquea a los SBEs localizados en el promotor de
sno como ya se describié en materiales y métodos. En la Figura 26 observamos los

productos obtenidos después de hacer las reacciones de PCR.




Para el caso de la cromatina inmunoprecipitada con el anticuerpo Smad2/3 observamos
que, luego del tratamiento con TGF-f3 se observa un aumento en la intensidad de la banda
el cual nos indica que hay complejos de smads activos unidos a los sitios SBEs de ambos
promotores a los 45 minutos después del estimulo, este resultado fue usado como control
de la técnica y correlaciona con lo antes reportado por Briones-Orta, et. al., en el afo
2006. Fue importante ademas establecer un control negativo, y para esto se utilizé como
blanco en la reacciéon de inmunoprecipitacidn a la $-actina, que no fue amplificada en las

reacciones de PCR como se muestra en la Figura 26.

Figura 26. Inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP). La proteina TGIF se une a los
promotores de sno y smad7 en células en estado basal (esta unidon puede ser directa o
indirecta), luego del estimulo con TGF-f} se observa una dismunicién de TGIF en el promotor
al tiempo que se observa un reclutamiento del complejo Smad2/Smad3 activado en

respuesta al estimulo con la citocina.

Al analizar los resultados de la inmunoprecipitacién con el anticuerpo anti-TGIF, se

observa que en el control aparece un producto de PCR que nos indica que de manera



endogena TGIF esta asociado a los promotores de smad7 y sno (aunque no se sabe si es
una unién directa o indirecta al DNA) en sus sitios SBEs. Sin embargo, tras el tratamiento
con TGF-f por 45 minutos se observa una dismucién notable del producto de PCR lo que
indica una disociacién de TGIF en los dos promotores. En la misma figura se observan los
controles de la cromatina “input” o controles de entrada que confirman que en las
inmunoprecipitaciones se empleé la misma cantidad de material. Estos resultados en
conjunto indican que el estimulo de TGF-f3 es capaz de promover el reclutamiento de
Smad2/3 al sitio SBE de los promotores sno y smad7 , como sabemos que ocurre por la
activacion de las R-Smads, ademds, lleva a una disociacidon de TGIF pues estos complejos
activos pueden competir por el sitio de unién en el DNA pues el sitio de unién a TGIF y el
sitio SBE estdn cerca e incluso en el promotor de smad7 se sobrelapan. En las células

HepG2, AD293 y C9 se obtuvieron los mismos resultados como se observa en la Figura 26.

7.7. Resultados preliminares

ChIP en plasmido

Debido a que el ensayo de inmunoprecipitaciéon de cromatina anterior se realizé6 en
condiciones enddgenas, se realizd ademds un ensayo de inmunoprecipitacion de
cromatina donde se sobreexpreso tanto el promotor ya sea de sno o de smad7 como TGIF
WT (ChIP en plasmido). Como se observa en la imagen del ChIP enddgeno de la Figura 26,
hay una disminucién del posicionamiento en ambos promotores de la proteina de TGIF
enddgena y hay un aumento de los complejos activados Smad2/3 tras el estimulo con
TGF-B. Resultado que concuerda con el obtenido para el control mostrado del lado
izquierdo de la Figura 27 en el cual se observa un aumento de los complejos Smad2/3 en
el promotor tras el estimulo con la citocina cuando TGIF no estd sobreexpresado. Sin
embargo, cuando se sobreexpresa a TGIF no se observa un aumento en el
posicionamiento de Smad2/3 sobre el promotor en respuesta a TGF-f3, lo cual correlaciona
con los datos obtenidos en los ensayos con reporteros, pues vimos a nivel basal hay una

activaciéon de ambos promotores tras el estimulo con TGF-f3, pero cuando TGIF estd



sobreexpresado se observd que hay un bloqueo de la induccidn por TGF-f de ambos

promotores.

Figura 27. Inmunoprecipitacion de cromatina en plasmido (ChIP en
plasmido). La sobreexpresién de la proteina TGIF WT impide el
posicionamiento de los complejos Smad2/Smad3 activados en respuesta al
estimulo con TGF-f3, como se observa que ocurre en el control, tanto en el

promotor de sno como en el de smad?7.




8. Discusion

En trabajos previos realizados en el laboratorio se demostré que los genes sno y smad7
son genes blanco del TGF-f3 pues la expresion del RNAm de estos genes es regulada
positivamente por esta citocina en distintos tipos celulares (Briones-Orta, 2006; Vazquez-
Macias, 2006). La sefial del TGF-f3 es a su vez controlada por los productos de estos genes,
es decir, las proteinas SnoN y Smad7 son represores de la via formando una asa de
retroalimentacién negativa que le da fin a la sefial (Vazquez-Macias et. al., 2005; Briones-
Orta, et. al., 2006). Los promotores de los genes sno y smad7 fueron previamente
clonados en el laboratorio con el objetivo de analizar su regulacién a fondo (Tecalco-Cruz,
2008). Esto ha sido importante para entender los patrones de expresién de SnoN y Smad7,
sobre todo por los distintos procesos en donde se ha visto implicada la participacién de
estas proteinas, como por ejemplo, se ha visto que SnoN participa en la tumorigénesis y
en procesos de metdstasis (Zhu, et. al., 2006), asi como Smad7, cuyos niveles son bajos en
células epiteliales normales, sufre una elevacién en diferentes tipos de cancer (Kleeff,
1999). Por otro lado, se ha descrito que correpresores como SnoN y Ski son capaces de
regular a nivel transcripcional a los genes blanco del TGF-3, smad7 y sno. La proteina
TGIF, una proteina con homeodominio perteneciente a la familia TALE, que es también
una proteina blanco del TGF-B, es capaz de regular la sefial de esta citocina en forma
negativa (Wotton, et. al., 1999) de ahi parte nuestro interés por ver si este correpresor de
la via de las Smads es capaz de modular a los genes sno y smad7 y qué implicaciones tiene

esta regulacion en el contexto del TGF-p3.

8.1. Andlisis bioinformdtico. El sitio de union a TGIF se encontré en los promotores de sno
y smad7

La regidn con los elementos de interés que son regulados por las proteinas Smads fue
delimitada en la secuencia promotora de sno y smad7. Andlisis previos del promotor de
sno muestran que hay cuatro zonas de respuesta a TGF-f3 conservadas en ratén y humano

que coinciden con la secuencia previamente reportada de unién a las proteinas Smads



(Dominguez-Hittinger, 2008; Tecalco-Cruz, 2008). En el promotor de smad7 se encontré
un SBE que regula la respuesta al estimulo con TGF-# y también es una secuencia
altamente conservada (Nagarajan, et. al., 1999). La secuencia a la que la proteina TGIF se
une en el DNA fue reportada por Bertolino y cols. en 1995, inicialmente, se establecié
como GCTGTCAC, sin embargo, después de diversos estudios se ha establecido que basta
con las bases TGTCA para que TGIF se una al DNA por medio de su homeodominio (Yang,
et. al. 2000). Con ayuda del programa Match-1.0-Public se definieron los posibles factores
de transcripciéon que pudieran estar regulando la expresidon de estos dos genes. En el
promotor de sno humano de 430 pares de bases se encontraron 4 sitios de unién a TGIF,
los primeros dos se encuentran sobrelapados con la secuencia del SBE1, el tercero se
encuentra entre los SBEs 3 y 4 y el ultimo después del cuarto SBE. El promotor sno de
raton de 1340 pares de bases tiene ademas de los 4 sitios ya mencionados 4 sitios de
unién a TGIF adicionales, dos de los cuales se encuentran sobrelapados a la secuencia del
elemento de respuesta a HGF. En el promotor de smad7 se encontraron tres secuencias
de unidén a TGIF, dos de las cuales se sobrelapan con la secuencia SBE de este promotor
(Figura 16 y 17). En primera instancia, el haber encontrado posibles sitios de unién a TGIF
en los promotores sno y smad7, puede contribuir a nuestra hipdtesis inicial de que TGIF
podria estar participando en la regulacion transcripcional de estos genes, y que
posiblemente lo haga mediante la uniéon al ADN por medio de su homeodominio. Es
importante resaltar el hecho de que algunos de estos sitios de unién a TGIF y los sitios de
unién a las proteinas Smad en ambos promotores se sobrelapen ya que esto puede ser el
indicio de un pronéstico de TGIF como regulador negativo de estos genes en el contexto
del TGF-f pues, al estar tan cerca estos sitios puede haber un impedimento estérico de
TGIF con respecto al complejo Smad activo que necesita unirse al promotor para que se
lleve a cabo la transcripcion, es posible entonces que TGIF participe en conjunto con las
Smads para regular la expresidon de estos genes dependiendo entre otras cosas, del tipo

celular.



8.2. Los promotores sno y smad7 son modulados por TGF-f3

Para demostrar la regulacidon de los promotores sno y smad7 por TGF-f3, se clonaron
previamente en el laboratorio los fragmentos de ambos promotores que contienen a los
SBEs de raton y de humano en el vector pGL3-Basic (Tecalco-Cruz, 2008). Se usé como
control al plasmido 3TPLux que presenta 3 repeticiones de la secuencia de unién a Smads
correspondientes al promotor de PAI-1, un gen responsivo al TGF-B. Las células AD293,
sirvieron para realizar el andlisis de los genes reporteros pues al ser derivadas de las
HEK293 han sido establecidas como células que responden al TGF-§ y como modelo
celular con funcionales pues pueden transfectarse eficientemente por métodos como el
de fosfato de calcio o por lipofectamina. Los resultados (Figura 18) muestran que los
promotores de sno, smad7 asi como el reportero 3TPLux se inducen tras el estimulo con
TGF-f3 como se esperaba por ser responsivos a esta citocina. Es decir, la zona que contiene
a los SBEs de los promotores de sno y smad7 clonados en el vector pGL3-Basic responden
a la citocina. La mayor induccion se obtuvo con el reportero 3TPLux siendo de 4.5 veces
sobre su control, seguida de la induccién del promotor de smad7 siendo de 4 veces sobre
el control. Sin embargo, la induccion maxima obtenida para el promotor de sno de 430 pb
fue de 2.5 veces sobre su control en los contextos estudiados, lo que sugiere un
mecanismo mas complejo en su regulacion en donde dependiendo de los complejos
formados por las proteinas Smads, la presencia de correpresores de la via del TGF-f3 como
SnoN, Ski, TGIF o incluso la presencia de factores de transcripcidon especificos de cada
tejido pudieran estar implicados en su regulacion. Al usar el promotor de 1340 pb de ratdn
se obtuvo una induccién de aproximadamente 3.5 veces sobre su control, la diferencia
entre estos dos promotores sugiere la importancia que tiene el uso del promotor
completo de sno pues otros elementos pudieran estar implicados en la regulacion de la
expresion de este gen. Aunado a esto, es posible que los niveles de TGIF o de proteinas
como Ski o SnoN propios de cada contexto celular pueden influir en la respuesta de estos

genes en forma basal o en el contexto del TGF-f3.



8.3 TGIF modula la represion del promotor de smad?7 y la activacién del promotor de sno a
nivel basal

Para evaluar el papel de TGIF en la regulacién transcripcional de smad7 y sno se hicieron
cotransfecciones de estos promotores con el cDNA de TGIF clonado en el vector pCMVS5 el
cual se usé a diferentes concentraciones (0.4 y 0.8 ug/pozo).

En el analisis inicial, en las células AD293 se observd que la presencia de TGIF inhibe la
actividad del reportero de luciferasa bajo el control del promotor de smad7
disminuyéndola aproximadamente a la mitad, esto a nivel basal, resultado que es
consistente con lo observado para el reportero 3TPLux (Figura 19) y consistente también
con lo reportado por Wotton en 1999 para 3TPLux y para A3-Lux, en donde se observa
que TGIF es capaz de inducir una represién a nivel basal de la expresion de estos genes. Se
repitio el mismo ensayo en las células C9 y HepG2 donde se obtuvieron los mismos
resultados, lo que indica que la capacidad de TGIF de reprimir a smad7 puede darse en
diferentes contextos celulares. Del ensayo de luciferasa donde se cotransfectd el
correpresor TGIF con el reportero de luciferasa bajo el control del promotor sno se obtuvo
uno de los datos mas interesantes pues contrasta con lo que se esperaba de la
participacién de TGIF en la regulacién transcripcional de este gen y contrastante ademas
con la literatura existente para esta proteina hasta el momento. Como se observa en la
Figura 19 la actividad basal de sno se incrementa con presencia de TGIF, la concentracién
menor usada (0.4 Lg/pozo) aumenta esta actividad al doble mientras que la concentracion
mayor (0.8 pg/pozo) induce un aumento basal de aproximadamente 4 veces sobre el
control. Hasta el momento no se ha reportado que TGIF pueda interactuar con proteinas
de la maquinaria basal de transcripcion, sin embargo, a pesar de que a TGIF se le ha
atribuido la funcién de correpresor transcripcional ‘obligado’, no se puede descartar la
capacidad de TGIF de activar la transcripciéon pues puede unirse directamente al DNA o
bien puede ser reclutado al DNA por medio del complejo de proteinas Smads activadas vy,
como describié Wotton en 1999, TGIF podria estar interactuando con alguna proteina
especifica que enmascare su habilidad de reprimir la transcripcidn. Es posible entonces

que en el caso del promotor de sno, TGIF esté funcionando como estabilizador de la unién



de una proteina activadora que hasta el momento no ha sido identificada al DNA y asi
induzca la activacién de este gen. Otro mecanismo que se puede proponer es que alguna
proteina o un complejo de proteinas se encuentren bloqueando de manera basal la
activacion de sno y TGIF al estar sobreexpresado induzca la disociacidon de esta proteina
del promotor por medio de una asociacion con este complejo y asi se active la
transcripcién del gen sno hacen falta estudios de los complejos asociados al promotor de
sno y a TGIF de manera basal para poder dilucidar este mecanismo de regulacién. Es
importante mencionar ademads que se encontrd que la activacién a nivel basal de este gen
es dosis-dependiente, como se muestra en la Figura 21, lo cual nos indica la importancia
de la dinamica en la cantidad de proteina disponible ya sea TGIF o complejos Smads, en un
contexto celular determinado. Y es importante sefalar ademads la regulacidn diferencial a
nivel basal que se encontré para estos dos genes estudiados, donde es muy probable que
participen ademds otros factores especificos determinando la respuesta final de la

regulacion a nivel transcripcional de estos genes dependiendo del contexto celular.

8.4. TGIF reprime la activacion por TGF-f3 de sno 'y smad7

El efecto inhibitorio de TGIF sobre la via de sefializacién del TGF-f se ha observado en
experimentos donde la sobreexpresion de esta proteina es capaz de inhibir el efecto
transactivatorio de las Smads sobre genes reporteros que responden al TGF-f. Ya sea al
reclutar directamente a complejos HDACs sobre Smad2 o bien estabilizando la unién de
Smad2 con una ligasa E3 de ubiquitina que manda de esta manera a Smad2 a degradacion
(Wotton 1999, 1999b). En las Figuras 19 y 20 se observa que tras el estimulo con TGF-3
los promotores sno y smad7 y el reportero 3TPLux se inducen a nivel basal por esta
citocina como se discutid anteriormente, sin embargo, cuando TGIF esta presente este
efecto de induccidén por TGF-f3 se observa abatido. Este resultado era de esperarse pues
ha sido establecido que TGIF es capaz de reprimir la transcripcion activada por TGF-3
dependiente de Smad2/Smad3 por medio de sus dominios amino y carboxilo terminal.
Hasta el momento entonces podemos concluir que TGIF puede tener dos papeles

separados en una célula, uno actuando como correpresor de la via del TGF-3 activada por



las Smads, es decir limitando el efecto final de esta via y el otro, reprimiendo o activando
(como observamos con smad7 y sno respectivamente) la transcripcion de genes. Y, por
tanto, la represién o activaciéon de cualquier gen por TGIF no necesariamente tiene que
tener una redundancia funcional con su papel en la transcripcién activada por TGF-f

(Chen, 2003; Wotton, 1999).

8.5. Las mutantes de TGIF. Mecanismo de regulacion transcripcional de sno y smad?7.

Para lograr establecer el mecanismo por el cual TGIF regula a los genes sno y smad7 o bien
tener una idea inicial de cual de los dominios de la proteina puede ser necesario para que
la regulacién ya establecida se lleve a cabo y asi inferir el mecanismo por el que TGIF
regula a estos genes se hicieron transfecciones transitorias con las mutantes de TGIF.
Primero se verific6 mediante un inmunoblot la sobreexpresion de estas proteinas, como
se observa en la Figura 22, la sobreexpresion de TGIF WT y de la Mutante 2 se observan
adecuadamente, sin embargo, la Mutante 1 no se expresé con la misma eficiencia. Este
resultado es consistente con lo reportado por David Wotton en 1999 en donde encuentra
una baja eficiencia en la expresion de la mutante 1 carente del dominio de interaccién con
las proteinas Smad, en este estudio se reporté ademas que ambas mutantes son capaces
de reprimir la expresién del gen PAI-1 lo que es consistente con los resultados mostrados
en la Figura 23, ya que se obtuvo que las 3 proteinas fueron capaces de reprimir de
manera basal al pldsmido 3TPLux, en esta misma figura se observa que tanto la proteina
silvestre como la mutante 2 inhiben al promotor de smad7, sin embargo la mutante 1 no
tiene efecto en este ensayo con reporteros, resultado que se puede atribuir a la expresion
disminuida de esta mutante. En cuanto al promotor de sno se obtuvo que la mutante 1
tiene el mismo efecto que la proteina TGIF WT, lo que puede interpretarse como una falta
de efecto de la misma en linea con lo obtenido para smad7, cuando se sobreexpresé a la
Mutante 2 no se observa activacién de este promotor a nivel basal, puede establecerse
entonces una dependencia de la activacién a su capacidad de unién de TGIF con el DNA,
como ya se habia argumentado previamente es posible que la unién de TGIF al DNA

propicie la uniéon de alguna otra proteina que active la transcripcion de este gen. En



cuanto a la induccién de ambos genes provocada especificamente por el estimulo del TGF-
B se observd una represion total en todos los casos, como ya se habia visto, TGIF es capaz
de reprimir la sefializacién por TGF-f mediante diferentes mecanismos, en los que puede
participar su dominio de unién al DNA, su dominio RD-1 o el RD-2. Ademas del estudio con
reporteros se evalud el efecto de las mutantes de TGIF por medio de ensayos de RT-PCR
(Figura 25), como se observa, tanto TGIF WT como la Mutante 2 reducen los niveles de
mensajero de smad7, y se observa que también la Mutante 1 tiene este efecto sobre el
RNAm, aunque esta mutante se exprese menos que las demds se aprecian cambios en los
niveles de mensajero con las 3 proteinas de TGIF. Para el promotor sno se obtuvo un dato
importante, la proteina TGIF WT provoca un aumento en los niveles de mensajero de sno,
podemos observar el mismo efecto con la Mutante 1 pero no con la Mutante 2, lo que
concuerda con los resultados obtenidos en los ensayos con los reporteros que indican que

la Mutante 2 no activa a sno de manera basal.

8.6. TGIF es reclutado a los promotores de sno y smad7 y se disocia en respuesta al TGF-p.
Con la técnica de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP) se evalud en primera instancia
el reclutamiento de las proteinas endégenas Smad2/3 a los promotores de sno y smad?7.
Esto se efectud en 3 tipos celulares distintos responsivos a TGF- 3. Como se observa en la
Figura 26, el reclutamiento de Smad2/3 al promotor de sno y smad7 ocurre después del
estimulo de 45 min con TGF-§, se observa el posicionamiento de estas proteinas en el
promotor en respuesta a esta citocina. Cuando se inmunoprecipité contra TGIF se observa
un resultado opuesto al de Smad2/3, es decir, primero se observa posicionado en ambos
promotores de manera enddgena y tras el estimulo con TGF-f se da una disociacién de
TGIF de ambos promotores. Es posible que, debido a la cercania que tienen los sitios de
unién a las Smads (SBEs) con los sitios de unién a TGIF en ambos promotores, la activacién
de las Smads las lleve a competir por el DNA y provoque una competencia por los sitios y
por ende un impedimento estérico que provoque la disociacidon de TGIF. Con relacién a lo
descrito, podria especularse que el complejo activo de Smads funciona de forma

orquestada en conjunto con TGIF. Ademds TGIF puede depender de la presencia o



ausencia de otros factores para integrarse y formar complejos que regulen a su vez la

expresion o represion de smad7 y sno.

8.7. La sobreexpresion de TGIF impide el posicionamiento de Smad2/3 sobre los

promotores de sno y smad7 en respuesta al TGF-p5.

Como se observa en la Figura 27, en el control el reclutamiento de Smad2/3 al promotor
de sno y smad7 ocurre después del estimulo de 45 min con TGF-f3, observamos el
posicionamiento de estas proteinas en el promotor en respuesta a esta citocina, esto
correlaciona con el ensayo con reporteros inicial de la Figura 18 en el vemos que los dos
promotores se activan por TGF-f de manera basal, sin sobreexpresar a TGIF, es decir que
tanto en estos ensayos como en el control de este ChIP TGIF se encuentra en niveles
enddégenos y la activacion por TGF-f no se ve afectada. Sin embargo, cuando se
sobreexpresa a TGIF como se observa en la parte derecha de la Figura 27, se observa que
no hay un aumento del posicionamiento de Smad2/3 en los dos promotores y por lo tanto
tampoco hay una activaciéon por TGF-f3 de estos genes. Estos resultados no explican el
incremento basal de sno pero pueden explicar el efecto negativo que tiene TGIF sobre la
expresion de ambos genes blanco al impedir de alguna forma el posicionamiento de los
complejos Smad activados sobre ambos promotores, probablemente al asociarse
directamente con estos complejos, seria importante realizar este ensayo de ChIP en
pldsmido con las diferentes mutantes de TGIF particularmente con la Mutante que no se
puede unir a las Smads pues podria esperarse que la sobreexpresion de esta mutante
pudiera no afectar el posicionamiento de las proteinas Smad2/3 sobre los promotores en
respuesta a TGF-f. Podemos concluir entonces que cuando se sobreexpresa TGIF se
bloguea la induccién por TGF-f3 de estos promotores, como ya se observé también con los

ensayos con reporteros.



9. Conclusiones

De manera general, este trabajo muestra por primera vez la participacion de TGIF en la
regulacion de dos genes blanco del TGF-f. Este estudio apunta a que los genes sno y
smad7 pueden ser modelos Ultiles para ilustrar la red de interacciones a nivel
molecular que existe entre los componentes de la via. De manera particular:
= Se definieron las secuencias responsivas al TGF-f de los promotores sno vy
smad7. Mediante ensayos con reporteros se comprobd que el TGF-f3 provoca
una activacion transcripcional de estos dos genes.
=> Se establecid una regulacién diferencial de los genes sno y smad7 por el
correpresor transcripcional TGIF, de manera particular se observé que TGIF es
capaz de reprimir a nivel basal al gen smad7 mientras que causa una activacion a
nivel basal del gen sno tanto de ratén como de humano, lo que es independiente
del contexto celular pues se obtuvieron resultados similares en distintos tipos
celulares como células C9, HepG2 y AD293. Puede concluirse ademas que la
activacion basal de sno por TGIF es dosis dependiente.
=> La proteina TGIF inhibe la activacién por TGF-f mediada por las Smads de snoy
smad?7. Esto es de manera independiente del contexto celular y puede darse por
medio de los diferentes dominios funcionales de TGIF pues en el caso de smad7
ambas mutantes reprimieron la seiial del TGF-f3.
=> Se establecié ademds que TGIF esta unido a los dos promotores de manera
enddgena y a nivel basal, pues tras el estimulo con TGF- por 45 minutos surge
una disociacién de la proteina, esto sucede en distintos tipos celulares. Y cuando
se sobreexpresé esta proteina impide el posicionamiento del complejo Smad2/3
y por tanto participa en el bloqueo de la activaciéon de estos genes por TGF-§

como se observé en los ensayos con reporteros y en el ChlIP en plasmido.

Este trabajo presenta un modelo de la regulacién de los genes sno y smad7 por el
correpresor transcripcional TGIF, como se muestra en la Figura 28, en condiciones
enddgenas TGIF estd posicionado en ambos promotores pero se disocia tras el

estimulo con TGF-3 para permitir la asociacion del complejo Smad2/3 y la transcripcién



de ambos genes en respuesta a la citocina. Sin embargo, como se observa en la Figura
29, cuando TGIF se sobreexpresa se observa, a nivel basal, una activacion del gen sno,
esto puede ser porque TGIF permita la asociacion con alguna proteina activadora o
bien porque pueda estar desplazando a alguna proteina represora que se encuentra
posicionada en el promotor de manera basal. De manera contraria, la sobreexpresion
de TGIF produce una represidon de smad7. En el contexto del TGF-f3, nuestros datos
apuntan a que TGIF impide el posicionamiento de las proteinas Smad sobre los dos

promotores y por ende bloquea su activacidn por esta citocina.

Figura 28. Modelo de la regulacion de sno y smad7 en condiciones enddgenas. TGIF esta
posicionado en ambos promotores en estado basal y se disocia tras el estimulo con TGF-f al mismo tiempo
que se posiciona el complejo Smad2/3 sobre los dos promotores para que los dos genes puedan transcribirse

en respuesta a la citocina.




Figura 29. Modelo de la regulacion de sno y smad7 cuando TGIF esta sobreexpresado. La
sobreexpresion de la proteina TGIF WT produce una activacién de sno y una represion de smad7 en
condiciones basales, ademas impide el posicionamiento de los complejos Smad2/Smad3 activados en respuesta

al estimulo con TGF-B y por lo tanto se bloquea la induccién por esta citocina de ambos genes.

Este estudio también apunta a que los genes smad7 y sno, al ser regulados
diferencialmente por este correpresor puedan funcionar como un modelo util para
dilucidar la compleja red de interacciones moleculares que regulan la via del TGF-p. La
estricta regulacion que presentan estos genes nos muestra la importancia de la via del
TGF-B en la regulacion de distintos aspectos celulares, y por ende, la importancia de

los factores que la regulan y que son regulados por la misma.




10. Perspectivas

Tomando como antecedente a los resultados obtenidos en este trabajo se pueden
hacer estudios posteriores, enfocados a profundizar en el mecanismo de regulacidon
que esta empleando la célula para regular la expresién de las proteinas SnoN y Smad7.
De manera particular, establecer a fondo el mecanismo por el que TGIF participa en la
regulacion directa de estos genes o bien, en el contexto del TGF-f. Para ello es
interesante cubrir algunos puntos importantes:
=> Determinar el mecanismo de unién de TGIF a los promotores de sno y smady7.
Estudiar si TGIF se une al sus secuencias de unién al DNA aledaias a los SBEs de
los promotores o bien si se une a través de otras proteinas como por ejemplo las
proteinas Smad. Esto se podria realizar usando geles de retardo, usando como
sonda las secuencias de unién a TGIF, extractos nucleares y anticuerpos contra
TGIF. Los extractos pueden realizarle en las células AD293 pues se ha detectado
TGIF a niveles enddgenos.
= Tomando en cuenta los modelos propuestos de los mecanismos de regulacidon
para sno y smad7, es importante profundizar en cada uno de ellos, por ejemplo
describir el mecanismo por el cual sno esta siendo activado por el correpresor
transcripcional TGIF, si es mediante la asociacidon con una proteina activadora o
bien si esta quitando alguna proteina o complejo de proteinas que se encuentren
reprimiendo a este gen de manera basal. Para cumplir este objetivo se pueden
realizar estudios de interaccion proteina-proteina.
=> Observar el comportamiento tanto de sno como de smad7 al quitar a TGIF de
manera enddgena. Esto podria hacerse al expresar de manera estable un RNA
que impida la expresién de esta proteina y mediante ensayos con reporteros de
luciferasa o bien mediante inmunoblots observar el efecto de la ausencia de
TGIF a nivel transcripcional y de expresién protéica. De igual manera podria
efectuarse un ensayo con microarreglos comparando a células cuya expresién de
TGIF sea normal con células que no expresen esta proteina y asi poder identificar
genes blanco del TGF-f3 que se vean afectados por esta condicidén experimental.
=> Siguiendo el punto anterior, es importante entonces determinar en otros genes

responsivos a TGF-f3 el papel regulador de TGIF. En este caso se podrian estudiar



genes que se sabe que son regulados positivamente por esta citocina y ubicarlos
como candidatos a una regulaciéon por TGIF ya sea positiva o negativa a nivel
basal y negativa en el contexto del TGF-£.

= De manera mas especifica para este trabajo podrian hacerse estudios para
establecer la importancia de proteinas remodeladoras de cromatina como las
HDACs en la regulacién de la expresion de smad7, esto teniendo en cuenta el
antecedente de que TGIF tiene la capacidad de reclutar a estas proteinas a
diversos genes blanco para asi reprimir su expresion.

=> Probar el efecto de TGIF en otros contextos ademds del contexto del TGF-f3,
como esto se podria llevar a cabo haciendo ensayos con reporteros de luciferasa
y usando a HGF, o EGF como estimulo para estas células que ya se observé que

influyen en la funcién y estabilidad de la proteina TGIF.



11. Apéndice

Para extraccion de proteinas y Western Blot

TN 10X

Para preparar 100 ml

Concentracion Final
50 ml Tris1M 05M
30 ml NaCl5 M 15M
20 ml H,0
Buffer TNTE 0.5 %
Para preparar 100 ml
Concentracion Final
10 ml TN 10 X 50 mM
200 pl EDTA 0.5 M (pH 8.0) 1mM
5ml Triton 10% 0.5%
85 ml H,0
Buffer TNTE 0.1 %
Para preparar 100 ml
Concentracion Final
10 ml TN 10 X 50 mM
200 pl EDTA 0.5 M (pH 8.0) 1 mM
1ml Triton 10% 0.1%
89 ml H,0
Inhibidores de fosfatasas
Para 1 ml Solucion Stock Disolvente Concentracion Final




10l Na VO, (100 mM) H,0 1mMm
10l NaPPi (100 mM) H,0 + HCI 8 mM 1mMm
25 pl NaF (1 M) H,0 25 mM

Inhibidores de proteasas

Para 1 ml Solucion Stock Disolvente Concentracion Final
5ul PMSF (1 M) Isopropanol 0.1 mM
2 ul B-glicerofosfato (0.5 M) TE (pH 7.4) 1mM
2l Benzamidina (50 mg/ml) TE (pH 7.4) 100 pg/ml
2 ul Inhibidor de tripsina (50 mg/ml) TE (pH 7.4) 100 pg/ml
2yl Antipaina (5 mg/ml) TE (pH 7.4) 10 pg/ml
2 ul Aprotinina (5 mg/ml) DMSO 10 pg/ml
2yl Pepstatina A (5 mg/ml) DMSO 10 pg/ml
2yl Leupeptina (5 mg/ml) TE (pH 7.4) 10 pg/ml

Para inmunoprecipitacion de cromatina

Solucion de Formaldehido 11%

Para preparar 5 ml

Concentracion Final

1.5 ml
100 pl
10l
10l
250 pl
3.1ml

37% Formaldehyde (Merk/EM)
NaCl5 M
EDTA 0.5 M (pH 8.0)
EGTA 0.25 M (pH 8.0)
Hepes 1 M (pH 8.0)
H,0

11%

0.1 M
1mM
0.5mM

50 mM

Para extraccion de nicleos

Buffer de Lisis (Buffer 1)

Para preparar 100 ml

Concentracion Final




5 ml Hepes-KOH 1 M (pH 7.4) 50 mM
2.8 ml NaCl5 M 140 mM
200 pl EDTA 0.5 M (pH 8.0) 1mM
10 ml Glicerol 10%

5 ml NP-40 10% 0.5%

0.25 ml Tritén X-100 0.25%

Buffer 2

Para preparar 100 ml

Concentracion Final
4 ml NaCl5 M 200 mM
0.2 ml EDTA 0.5 M (pH 8.0) 1 mM
0.1 ml EGTA 0.5 M (pH 8.0) 0.5 mM
0.5 ml Tris-HCI 2 M (pH 8.0) 10 mM

Buffer 3

Para preparar 100 ml

Concentracion Final

0.2 ml EDTA 0.5 M (pH 8.0) 1mM
0.1 ml EGTA 0.5 M (pH 8.0) 0.5 mM
0.5 ml Tris-HCI 2 M (pH 8.0) 10 mM

*Es necesario afiadir los inhibidores de proteasas que se sefialan a continuacion a los 3

buffers al momento de utilizarlos.

Mezcla de inhibidores de proteasas

Afadir a las concentraciones finales que se sefialan:
Aprotinina 0.1 pg/ml (preparar solucién Stock a 5 mg/ml en H,0, guardar a -20°C)

Leupeptina 0.1 pug/ml (preparar solucién Stock a 5 mg/ml en H,0, guardar a -20°C)

Glicina2.5M

Para preparar 2 ml, disolver 375 mg en H,0.



Bloqueo de la proteina G

Se bloquean 500 I de proteina G con 30 pl de DNA de esperma de salmén a 10 mg/ml
(Promega) y 15 pl de albumina sérica bovina a 20 mg/ml, mezclando durante toda la
noche. Al siguiente dia la proteina G se lava centrifugando a 3000 rpm por 2 min,
desechando el sobrenadante y repitiendo este proceso 2 veces mas. Al final la proteina

G bloqueada se resuspende en TE 1:1 (vol/vol), se guarda a 4°C hasta el momento de

utilizarse.

Buffer de Inmunoprecipitacion

Para cada inmunoprecipitacion

Concentracion Final

195 pl
50 pl

5ul

TE
Tritén X-100

Deoxicolato de sodio (prepararlo fresco)

1mM
1%
0.1%

*Es necesario anadir los inhibidores de proteasas antes mencionados al momento de

utilizar.

Buffer de Lavado RIPA

1X Concentracion Final
Tris-HCl pH 7.5 20 mM
NaCl 150 mM
NP-40 1%
Na,EDTA 1mM
EGTA 1 mM
Deoxicolato de sodio 1%
SDS 0.1%




Pirofosfato de sodio
B-Glicerofosfato
N33VO4

Leupeptina

2.5 mM
1mM
1mM

1 pg/ml
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